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Abstract 
 
Antioxidant Activity of Heteropterys tomentosa (A. Juss.) NSE50 Extract in Wistar Rats 
Testis. 
 
Heteropterys tomentosa A. Juss. is an endemic Brazilian bush whose root is widely used as 
a medicinal plant. The plant extract is traditionally taken imbibed in alcohol and, therefore 
neither go through any standard extraction procedure nor has its active compounds identified. 
Nonetheless, the literature have reported some pharmacological properties with clinical 
potential for H. tomentosa root extract, such as a relevant in vivo antioxidant activity. 
Therefore, its health benefits could partially be attributed to the capacity of reducing the 
oxidative stress in the organism.  For this reason, the aim of the present study is to shed light 
on the antioxidant mechanisms of H. tomentosa in Wistar rat testis undergoing cadmium 
induced lipid peroxidation. Two possible mechanisms have been investigated: the capacity 
of chelating cadmium and transitional metal ions, such as iron and copper; the capacity of 
ROS scavenging. Animal were set into four different groups (n=5) and submitted to different 
treatments for 30 days: Control – water ad libitum; Cd – water plus cadmium solution 
[75mg/L] ad libitum; Ht – daily intraperitoneal injection of NSE50 extract [50 mg/Kg Pc]; 
CdHt -  water plus cadmium solution [75mg/L] ad libitum accompanied by a daily 
intraperitoneal injection of NSE50 extract [50 mg/Kg Pc]. At the end of the treatment, testis 
samples were collected and submitted to stereological, histopathological and biochemical 
analyses. The results showed a significant reduction in lipid peroxidation rates for the animals 
submitted to cadmium diet and simultaneously treated with the NSE50 extract. Our data 
indicates that two antioxidants mechanisms are employed by the plant extract: a cadmium 
chelating property and a ROS scavenging activity. In addition, results show the presence of 
cadmium in testis of control and Ht group, although they were not experimentally exposed 
to the metal. These animals are likely to have been contaminated through rat ration, mainly 
made from corn. This scenario exposes a current environmental issue involving agriculture 
for human consumption and, thus reinforces some epidemilogical studies correlating 
cadmium and several idiopathic pathologies.  
 
 
Keywords: Reactive Oxygen Species, Heteropterys aphrodisiaca, Cadmium, Testis, Wistar 
Rats.  
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Resumo 
 
Heteropterys tomentosa A. Juss. é uma planta endêmica do cerrado brasileiro cuja raiz é 
popularmente utilizada como planta medicinal. O extrato vegetal é consumido de maneira 
rudimentar e sem qualquer forma de extração padronizada. No entanto, determinadas 
propriedades com potencial clínico são descritas na literatura para o extrato de H. tomentosa. 
Entre estas, expressiva atividade antioxidante in vivo, a qual poderia ser contribuir para os 
efeitos benéficos à saúde do composto.  Portanto, propôs-se investigar neste trabalho os 
mecanismos antioxidantes do extrato de H. tomentosa em testículo de ratos Wistar 
submetidos a estresse oxidativo por cloreto de cádmio. Dois possíveis mecanismos 
bioquímicos foram considerados: capacidade de quelar íons de cádmio e de metais de 
transição, como ferro e cobre; capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigênio. Os 
animais foram organizados em quatro grupos (n=5) e tradados durante 30 dias: Controle - 
ingestão ad libitum de água; Cd - ingestão ad libitum de solução aquosa de cloreto de cádmio 
[75mg/L]; Ht - uma injeção intraperitoneal diária do extrato vegetal NSE50 [50 mg/Kg Pc]; 
CdHt - ingestão ad libitum de solução aquosa de cloreto de cádmio [75mg/L] 
concomitantemente à injeção intraperitoneal diária do extrato vegetal NSE50 [50 mg/Kg Pc]. 
Ao término do tratamento, as amostras de testículo foram coletadas e submetidas a análises 
bioquímicas, estereológicas e histopatológicas. Os resultados demonstram que o extrato de 
H. tomentosa reduziu significativamente as taxas de peroxidação lipídica nos animais 
submetidos ao cádmio. As evidências sugerem que ambos os mecanismos antioxidantes 
inicialmente propostos estão envolvidos neste processo. Isto é, o extrato possui propriedades 
quelantes associadas à capacidade de neutralizar as EROs normalmente formadas após a 
exposição ao metal. Adicionalmente, os resultados acusam a presença de cádmio no testículo 
dos animais não expostos experimentalmente, provavelmente obtido através da ração 
comercial. Este cenário expõe um grave problema ambiental envolvendo a presença do metal 
na agricultura voltada para o consumo humano e, dessa forma, reforça os estudos 
populacionais que correlacionam exposição não ocupacional ao cádmio com diversas 
patologias idiopáticas. 
 
Palavras-chave: Espécies Reativas de Oxigênio, Heteropterys aphrodisiaca, Cádmio, 
Testículos,  Ratos Wistar. 
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I. Introdução 
 
As espécies reativas de oxigênio (EROs) têm recentemente sido associadas a uma 
extensa gama de patologias idiopáticas e degenerativas. O estresse oxidativo gerado por essas 
moléculas altera a homeostase celular, danifica biomoléculas e, dessa forma, pode ser um 
fator primordial no desenvolvimento e prognóstico de diversos processos fisiopatológicos 
(Turrens, 2003; Møller et al., 2014; Kim et al., 2015). Entre estes, são descritos na literatura 
processos inflamatórios como artrite reumatóide, aterosclerose acompanhada de hipertensão, 
doenças neurodegenerativas, a exemplo da doença de Parkinson, câncer e Síndrome da 
Imunodeficiência Adquirida (Sida) (Halliwell, 1997; Haslam, 1989; Touyz e Schiffrin, 2004; 
Przedborski & Ischiropoulos, 2005; Waris & Ahsan, 2006; Turner e Lysiak, 2008; Ziscoven 
et al., 2010). Determinados quadros de infertilidade masculina também parecem estar 
relacionados ao aumento da atividade pró-oxidante testicular, uma vez que as altas taxas 
metabólicas e de replicação celular tornam este órgão particularmente sensível às espécies 
reativas de oxigênio (El-Demerdash et al., 2004; Koyuturk et al., 2006; Acharya et al., 2008). 
Adicionalmente, o próprio processo de envelhecimento do organismo, assim como a 
velocidade e qualidade com que este ocorre, parece estar relacionado ao metabolismo das 
EROs. Ou seja, a maioria dos aspectos fisiológicos e bioquímicos da senescência são 
acompanhados pelo acúmulo de produtos oxidados no meio intracelular (López-Torres et al., 
1993; Sohal e Orr, 1995; Muller et al., 2007). 
Embora associadas a diversos processos fisiopatológicos, as EROs são também 
constantemente sintetizadas em organismos saudáveis sob condições fisiológicas. Isto se 
deve ao fato de que estas moléculas atuam como importantes reguladores e sinalizadores 
celulares, participando do controle do tônus e crescimento da musculatura lisa vascular, dos 
mecanismos de apoptose e processos inflamatórios, entre outros relacionados à manutenção 
da homeostase metabólica (Cosentino et al. 1994; Simon et al., 1997; Dibbert et al., 1999; 
Touyz and Schiffrin 1999; Griendling et al., 2000a; Sauer et al. 2001; Chiarugi and Cirri, 
2003; Yen et al., 2012; Wolin, 2014).  A taxa de produção dessas moléculas pode, no entanto, 
ser amplamente influenciada por fatores estressantes de caráter físico e psicossocial. Por 
exemplo, a prática de exercícios extenuantes, como corrida e musculação, aumenta 
significativamente a proporção de EROs nos tecidos (Finaud et al., 2006). Poluição ambiental 
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e distúrbio psicopatológicos, como depressão, também contribuem para sobrecarregar o 
organismo com espécies reativas de oxigênio (Li et al., 2003; Forlenza e Miller, 2006; Gidron 
et al., 2006; Møller et al., 2014).  
 Um conjunto de mecanismos celulares parecem estar envolvidos na produção das 
EROs. Por exemplo, citocromo P450 (Caro e Cederbaum, 2004) e NADPH oxidases de 
membrana plasmática (Babior et al., 2002) são importantes sítios de síntese e eliminação de 
destas moléculas reativas (Jezek e Hlavata, 2005).  Contudo, a literatura tem estabelecido 
que as mitocôndrias são as fontes primordiais de espécies reativas de oxigênio em organismos 
eucarióticos (Brand, 2010). Sua síntese inicia-se quando, durante o processo de fosforilação 
oxidativa, elétrons “escapam” e reagem com oxigênio molecular (O2), resultando na 
formação do radical superóxido (O2
-.). Uma vez formado, este pode reduzir o citocromo c ou 
ser convertido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular (O2) pela superóxido 
dismutase (CuZnSOD). No entanto, o radical superóxido pode também reduzir metais de 
transição, a exemplo do cobre e ferro. Uma vez reduzidos, estes metais reagem com o 
peróxido de hidrogênio ou com o oxido nítrico e catalisam a formação do radical hidroxila 
(.OH) e do peroxinitrito (ONOO-), respectivamente. Estes estão entre os mais potentes 
oxidantes existentes na natureza, reagindo indiscriminadamente com diversas biomoléculas, 
como proteínas, lipídios e ácido nucleico (Liochev e Fridovich, 1999; Turrens, 2003).  
Células e tecidos normalmente possuem mecanismos endógenos de defesa 
antioxidante e mecanismos provenientes da dieta, os quais são especializados na remoção de 
EROs. Os principais componentes do mecanismo endógeno de defesa antioxidante em 
mamíferos são as enzimas catalase, a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (Turner 
& Lysiac, 2008). Além disso, há uma grande variedade de compostos provenientes da dieta 
cujo potencial antioxidante é experimentalmente comprovado, tais como as vitaminas C, E e 
β-caroteno (El-Demerdash et al., 2004; Acharya et al., 2008). Portanto, nos casos de 
desequilíbrio da atividade oxidante, a concentração das EROs no meio intracelular é 
evidentemente aumentada, seja porque as células sintetizam essas moléculas em excesso ou 
porque são deficientes em eliminá-las do organismo (Haliwell & Gutteridge, 1999).  
Pesquisas abrangendo antioxidantes naturais, a exemplo de extratos vegetais, 
assumem um papel importante na busca de alternativas terapêutica para patologias 
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envolvendo o desequilíbrio antioxidante celular. Neste cenário, o Brasil possui uma posição 
privilegiada, uma vez que a cultura popular brasileira é rica em plantas medicinais usadas de 
maneira não específica para melhorar o desempenho de funções corporais (Carline 1991).  
Vila Verde et al. (2003), através de levantamento etnobotânico, descrevem que 
aproximadamente 44 espécies vegetais são utilizadas para fins medicinais pela população de 
Mossâmedes, localizada em bioma cerrado no estado de Goiás. Dentre estas espécies, 
algumas apresentam atividades terapêuticas empiricamente comprovadas, tais como 
Paullinia cupana (guaraná) (Espínola et al., 1997; Mattei et al., 1998; Leite et al, 2011, Leite 
et al., 2013) e H. tomentosa (nó-de-cachorro) (Galvão et. al, 2002; Monteiro et al, 2008). 
Outras espécies, no entanto, são descritas apenas no que se refere ao seu uso popular. Dessa 
forma, embora a abordagem etnobotânica constitua um aparato útil na elaboração de estudos 
farmacológicos e fitoquímicos, os mecanismos de ação e atividades terapêuticas desses 
vegetais raramente são elucidados através de ensaios laboratoriais (Amorozo, 1996).  
O extrato de Heteropterys tomentosa tem recentemente se destacado na literatura 
devido às suas propriedades fitoquímicas com relevante potencial clínico (Mattei et al., 2001; 
Galvão et al. 2002; Monteiro et al., 2008; Freitas et al., 2013). Dentre estas propriedades, 
significativa atividade antioxidante é relatada em cérebro de roedores idosos. Esta poderia 
ser, ao menos parcialmente, a responsável pelos efeitos benéficos do vegetal à saúde (Mattei 
et al., 2001). Propôs-se no presente trabalho, portanto, investigar os mecanismos de ação 
antioxidante in vivo do extrato de raiz de H. tomentosa. O extrato foi padronizado através de 
técnicas fitoquímicas e posteriormente administrado em ratos Wistar submetidos a estresse 
oxidativo por cloreto de cádmio. Ao término do tratamento, o testículo foi coletado e 
utilizado como modelo experimental devido à sua susceptibilidade aos processos pró-
oxidantes. Dois possíveis mecanismos de intervenção do extrato vegetal no processo 
oxidativo celular foram avaliados: I. Capacidade de quelar os íons de cádmio e de metais de 
transição frequentemente relacionados ao processo de estresse oxidativo, o ferro e o cobre; 
II. Capacidade de reduzir o processo de peroxidação lipídica, utilizando-se malonaldeído 
como molécula de referência. 
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Cloreto de cádmio 
Embora alguns processos naturais sejam fontes relevantes de cádmio presente no 
meio ambiente, são as atividades antropogênicas que normalmente elevam a concentração do 
metal a níveis alarmantes (Niagru, 1979; Gesamp, 1987a). Ou seja, ele é amplamente 
utilizado na produção de pigmentos, baterias, plásticos, estabilizadores, entre outros produtos 
industrializados cujos resíduos são frequentemente eliminados sem o devido gerenciamento 
ambiental (Kumar et al., 2000). Adicionalmente, atividades de mineração e a utilização de 
fertilizantes fosfatados contribuem para aumentar significativamente a concentração de 
cádmio nos solos. Dessa forma, devido às altas taxas de transferência solo-vegetal, a dieta e 
o tabaco são consideradas as fontes primordiais de exposição não ocupacional (Franz et al., 
2008; Järup & Akesson, 2009). Portanto, cereais, verduras e legumes, tais como cenoura e 
batata, contêm elevadas concentrações do metal, contribuindo com aproximadamente 80% 
do cádmio proveniente da dieta (Olsson et al., 2002; Järup & Akesson, 2009). Uma vez 
inserido no meio ambiente, ele pode também ser detectado em diversos níveis tróficos da 
cadeia alimentar, tal como em leite de vaca, búfala e ovelhas (Najarnezhad et al., 2015), ovos, 
carne de frango e bovina (Al-Rmalli et al., 2011). 
Um número substancial de estudos tem recentemente associado o cádmio a diversas 
patologias idiopáticas humanas. Por exemplo, relação proporcional entre níveis sanguíneos 
elevados do metal e incidência de problemas cardiovasculares foi descrita para diferentes 
amostras populacionais (Tellez-Plaza et al., 2008; Fagerberg et al., 2015). Outro estudo 
sugere que doenças pulmonares decorrentes do tabagismo podem ser, ao menos 
parcialmente, mediadas por cádmio (Lampe et al., 2008). Elevação sérica do metal em 
adultos expostos de maneira não ocupacional está associada a um aumento expressivo em 
doenças periodontais nos EUA (Arora et al., 2009). Adicionalmente, investigações têm 
reportado incidência aumentada de câncer em indivíduos apresentando níveis sanguíneos 
elevados de cádmio (McElroy et al., 2006; Akesson et al., 2008)  
A toxicidade do metal ocorre através do aumento de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) no organismo, submetendo-o a taxas desequilibradas de estresse oxidativo (Acharya 
et al., 2008; El-Demerdash et al., 2004; Koyuturk et al., 2006). O metal em si, no entanto, 
não é catalisador de reações do tipo Fenton em condições fisiológicas e, dessa forma, não 
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resulta em aumento na síntese de EROs. Para que a produção destas moléculas reativas seja 
catalisada, é necessária a presença de íons de metais de transição, como cobre e ferro 
(Waisberg et al., 2003). Ou seja, a exposição ao cádmio altera a distribuição normal desses 
elementos no organismo e resulta, por exemplo, na redução da concentração sérica de cobre 
e aumento de seus níveis intracelulares (Barański, 1987; Brzóska, 2002; Noel, 2006). A oferta 
tecidual aumentada de cobre otimiza as reações do tipo Fenton, na qual íons reduzidos do 
metal reagem com moléculas de peróxido de hidrogênio (H2O2) ou com o óxido nítrico (NO) 
e originam, respectivamente, o radical hidroxila (.OH) e o peroxinitrito (ONOO-), entre outras 
espécies reativas de oxigênio de menor poder oxidante.  (Liochev e Fridovich, 1999; Turrens, 
2003; Aguiar et al., 2007; Jomova et al., 2012;).  
Os testículos são particularmente vulneráveis ao cloreto de cádmio, sofrendo 
alterações dramáticas em seus parâmetros metabólicos e estruturais após a exposição 
experimental ao metal. Dentre estas, processos inflamatórios agudos e necrose testicular são 
frequentemente descritos na literatura (Leite et al.,2011; Leite et al., 2013; El-Neweshy et 
al., 2013). Além disso, desequilíbrio no status oxidante celular e na concentração de 
elementos do sistema antioxidante endógeno são também relatados. Por exemplo, diferentes 
estudos descrevem aumento significativo nas taxas de peroxidação lipídica no testículo de 
animais expostos ao metal. Esta alteração é normalmente acompanhada por redução na 
atividade do sistema de defesa antioxidante, a exemplo da glutationa (El-Demerdash, 2004; 
Koyuturk et al., 2006), superoxido dismutase (Acharya et al., 2008; Abarikwu et al., 2013; 
Spiazzi et al., 2013) e catalase (Abarikwu et al., 2013). Portanto, a ação tóxica do cádmio 
ocorre não somente através do aumento de EROs, mas também por inativação de elementos 
do sistema antioxidante endógeno.  
A propensão dos testículos aos efeitos oxidantes do cádmio o tornam um importante 
modelo experimental, cujas respostas fisiológicas são possivelmente aplicadas não somente 
a estudos referentes à fertilidade de mamíferos, mas também ao organismo como um todo. 
Portanto, este órgão foi escolhido no presente trabalho como objeto de investigação para 
avaliar-se a atividade antioxidante do extrato de Heteropterys tomentosa.  
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Heterotpterys tomentosa 
O Nó-de-cachorro, como é popularmente conhecido, foi primeiramente descrito por 
Hoehne (1920). Posteriormente, recebeu o nome botânico H. aphrodisiaca O. Mach 
(Malpighiaceae), dado por Oton Machado em 1949 (Machado, 1949). Recentemente Araújo 
et al. (2010) classificaram a espécie como Heteropterys tomentosa A. Juss. Esse arbusto é 
encontrado principalmente nas regiões de cerrado dos estados do Mato Grosso e Goiás (Pio 
Corrêa, 1984) e também é popularmente conhecido como Nó-de-porco e Cordão-de-São-
Francisco (Pott & Pott, 1994). Vila Verde et al. (2003), através de levantamento 
etnobotânico, constatou que a raiz do vegetal é popularmente utilizada como afrodisíaco e 
depurativo. Estudos adicionais mostram que o extrato de H. tomentosa é também usado como 
tônico e para o tratamento de desequilíbrios do sistema nervoso central (Pio Corrêa, 1984; 
Pott & Pott, 1994). Estes termos, no entanto, são usados popularmente para referirem-se a 
sintomas inespecíficos, sendo dessa forma imprecisos e abertos a várias interpretações.  
A literatura científica abrangendo as propriedades terapêuticas de H. tomentosa é 
bastante escassa. Porém, alguns estudos baseados em modelos animais demonstram que o 
extrato vegetal possui determinadas atividades com relevante potencial clínico. Por exemplo, 
Galvão et. al (2002) observaram ação no sistema nervoso central de roedores jovens e idosos, 
relatando melhoria significativa nos processos de memória e aprendizagem. Em outro estudo, 
a administração H. tomentosa reduziu as alterações estruturais normalmente observadas em 
testículos e próstata de ratos Wistar expostos à Ciclosporina (Monteiro et al., 2008; Freitas 
et al. 2013). Adicionalmente, a administração do extrato vegetal concomitantemente reduziu 
as taxas de peroxidação lipídica e aumentou os níveis de superóxido dismutase em cérebro 
de roedores idosos (Mattei et al., 2001). Ensaios fitoquímicos realizados por nossa equipe 
também mostram que diferentes extratos de raiz de H. tomentosa exibem acentuada atividade 
antioxidante, avaliada através da sua capacidade de neutralizar radicais livres sintéticos 
(Dados não publicados). 
A caracterização química da raiz de H. tomentosa acusou a presença dos seguintes 
compostos: glicosídeos flavonóides; glicosídeos cardíacos com núcleo esteroidal; 
glicosídeos aromáticos; glicosídeos cardíacos com anel lactônico pentagonal; saponinas; 
taninos condensados e hidrolisáveis e compostos nitro alifáticos (Galvão et al., 2002). 
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Portanto, sua atividade antioxidante pode, ao menos parcialmente, ser explicada devido à 
presença de taninos e polifenóis, que agem de duas maneiras: quelando os metais livres em 
solução e, desta forma, neutralizando sua ação oxidativa, ou neutralizando os radicais livres 
já produzidos (Afanas’ev et al., 1989; Haliwell and Gutteridge, 1999). Dessa forma, 
investigações que visem elucidar os mecanismos de ação antioxidante da raiz de H. 
tomentosa em situação fisiológica devem, inicialmente, considerar a sua capacidade de 
quelar íons Cd2+, assim como íons de metais de transição, a exemplo do Fe2+ e Cu2+. 
Adicionalmente, deve-se considerar sua capacidade de neutralizar diretamente as EROs, que 
pode ser parcialmente avaliada através do ensaio de peroxidação lipídica. 
II. Objetivo 
Investigar os mecanismos de ação antioxidante do extrato NSE50 de Heteropterys 
tomentosa em testículo de ratos Wistar submetidos a estresse oxidativo por cloreto de 
cádmio. 
III. Relevância 
O presente estudo é pioneiro na padronização e investigação de um extrato específico 
de Heteropetrys tomentosa (NSE50). Adicionalmente, elucida, ao menos parcialmente, os 
mecanismos através dos quais este reduz o processo de estresse oxidativo in vivo. Os 
resultados apresentados representam, portanto, uma triagem essencial para investigações 
subsequentes que visem isolar os princípios ativos do composto e, eventualmente, 
desenvolver fitoterápicos direcionados a patologias relacionadas ao desequilíbrio da 
atividade oxidante celular. 
IV. Ensaio Experimental 1: Determinação da dose ideal de cloreto de cádmio e 
análises fitoquímicas in vitro do extrato bruto de H. tomentosa. 
 
IV.I. Determinação da dose ideal de Cloreto de cádmio.  
A dose ideal de Cloreto de cádmio (SIGMA Chemical Co.) utilizada no Ensaio 
Experimental 2, ou seja, aquele que visa avaliar a atividade antioxidante do extrato de H. 
tomentosa no testículo de ratos Wistar expostos ao metal, foi estabelecida através de um 
conjunto de ensaios preliminares. Nestes, três grupos experimentais foram expostos a doses 
variáveis de Cloreto de cádmio, todas abrangendo o espectro considerado pela literatura 
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como “ambientalmente relevantes” (Griffin et al., 2001; Brzóska, et al., 2003; Benoff et al., 
2008). Posteriormente, as amostras de testículos foram submetidas a análises estruturais e 
bioquímicas, descritas adiante.  A dose de cádmio selecionada foi aquela que modificou os 
parâmetros bioquímicos sem, no entanto, resultar em alterações normalmente observadas no 
tecido testicular após a exposição ao metal, tais como necrose isquêmica, hipoplasia de 
epitélio seminífero, edema e exsudato leucocitário.  
O cloreto de cádmio foi adicionado às garrafas d’água inseridas nas gaiolas, de forma 
que os animais receberam solução aquosa de Cloreto de cádmio ad libitum durante 30 dias. 
Uma vez que a adição de cádmio à água altera o sabor e o cheiro da mesma, adicionou-se 
sacarose nas soluções para que estas fosses mais palatáveis (Adaptado de Benoff, 2008). Os 
grupos animais foram organizados da seguinte maneira: 
Grupo Controle – Controle (Água + sacarose 10%); Grupo Cd25 - Cádmio (25 mg de Cd/L 
de H2O + sacarose 10%); Grupo Cd50 - Cádmio (50 mg de Cd/L de H2O + sacarose 10%); 
Grupo Cd75- Cádmio (75 mg de Cd/L de H2O + sacarose 10%). 
Os grupos Cd25, Cd50 e Cd75, contendo 5 animais cada, receberam solução aquosa 
de cloreto de cádmio e sacarose 10% ad libitum durante 30 dias. O grupo controle recebeu 
água ad libitum durante o mesmo período, contendo apenas sacarose 10% como soluto. 
Durante todo o procedimento, o consumo de solução aquosa contendo cádmio foi monitorado 
a cada 24 horas, de forma que todos os grupos receberam, diariamente, o mesmo volume. Os 
animais foram tratados a partir do 75º dia de idade, uma vez que a produção espermática 
atinge níveis adultos e se estabiliza neste período (Robb, 1978).  
Coleta do material biológico 
 Ao término do tratamento (31º dia), os animais foram anestesiados com solução de 
xilazina:cetamina e o testículo esquerdo dissecado, congelado em nitrogênio líquido e 
mantido em biofreezer a -80ºC até a realização dos ensaios bioquímicos. Os animais tiveram 
a cavidade abdominal e torácica abertas e o sangue foi coletado do ventrículo esquerdo 
utilizando-se tubos vacuette heparinizados. Posteriormente, um catéter intravenoso (Solidor 
- calibre 20G) foi inserido na aorta, a veia cava foi rompida e os animais foram perfundidos 
com solução salina contendo NaCl (0,9%) e 1 ml de heparina até a remoção total do sangue 
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circulante. Os animais foram então perfundidos com fixador glutaraldeído 5% em tampão 
cacodilato 0,05M (pH 7.4). A escolha deste fixador deve-se ao fato de que ele demonstrou 
manter excelente preservação morfológica ao passo que permite que o material seja 
submetido a técnicas histoquímicas (Sinha-Hikim, 1997; Lue, 1999). Ao final do processo 
de perfusão, o testículo direito foi coletado, pesado e processado para microscopia de luz. 
Os órgãos acessórios também foram pesados para posterior avaliação biométrica.  
Processamento do material biológico para microscopia de luz 
 O testículo destinado às análises estruturais foi desidratado em etanol, incluído em 
resina (Leica historesin embbeding kit) e seccionados a 3m em micrótomo rotativo. Para 
posterior análise em microscópio, os cortes histológicos foram corados com hematoxilina-
eosina.  
Análises Estereológicas 
Áreas representativas do tecido testicular foram fotografadas em microscópio Olympus Bx-
40 e, posteriormente, submetidas a análises estereológicas utilizando-se software específico: 
Imagem Pro-Plus software version 4.5 (Media Cybernetics). O volume (ml) e a proporção 
volumétrica (%) dos diferentes componentes testiculares foram obtidos projetando-se uma 
grade de 850 pontos sobre 10 imagens aleatoriamente capturadas, totalizando uma contagem 
de 8500 pontos por animal. Os seguintes parâmetros foram considerados durante a contagem 
dos pontos: Túbulo seminífero e espaço intertubular, luz de vaso sanguíneo, macrófago, 
núcleo de célula de Leydig e citoplasma de célula de Leydig. A estimativa de túbulo 
seminífero e espaço intertubular foi efetuada utilizando-se imagens capturadas em aumento 
de 200x, ao passo que os elementos do espaço intertubular foram estimados utilizando-se 
imagens capturadas em objetivas de 100x. O volume dos componentes, expresso em ml, foi 
estimado a partir da relação entre o percentual individual ocupado por cada elemento no 
testículo e o volume total do órgão. Como a densidade do testículo é em torno de 1, o peso 
testicular foi considerado igual ao seu volume (Mori and Christensen, 1980). Para se obter 
maior precisão na estimativa dos elementos, 6.5% relativos ao peso da túnica albuginea 
foram excluídos do peso testicular (Russel and França, 1995). 
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Volume e número de células de Leydig por testículo 
O cálculo do volume individual das células de Leydig por testículo foi realizado 
utilizando-se um retículo com 432 intersecções (pontos) em aumento de 1000x. Três mil 
pontos sobre o citoplasma e o núcleo das células de Leydig foram contados por animal, com 
a finalidade de determinar a proporção (%) entre núcleo e citoplasma. Em outra etapa, foi 
medido o diâmetro nuclear médio (D.M.) destas células em aumento de 1000 X. Dez núcleos 
de células de Leydig foram medidos para cada animal. Os núcleos medidos foram aqueles 
que se apresentaram o mais esférico possível e com cromatina perinuclear e nucléolos 
bastante evidentes. A partir dos dados acima obtidos e aplicando-se as fórmulas abaixo foi 
calculado o volume nuclear, o volume do citoplasma e, consequentemente, o volume de cada 
célula de Leydig por animal. Estes valores foram expressos em micrômetros cúbicos 
(Volume nuclear = 4 / 3 π R³, onde  R = raio nuclear; Volume citoplasmático = % citoplasma 
x volume nuclear / % núcleo; Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmático). 
De posse do volume (μm³) individual da célula de Leydig e do volume total (ml) ocupado 
por estas células no testículo, foram calculados o número de células de Leydig por testículo 
e por grama de testículo, em cada animal. 
Ensaios Bioquímicos 
Determinação da atividade do Sistema Antioxidante Endógeno 
Para a determinação dos elementos do sistema antioxidante endógeno, kits 
específicos (SIGMA ALDRICH) foram utilizados para a determinação da atividade da 
Catalase (Catalase Assay Kit – CAT100) e da concentração de Glutationa Total (Glutathione 
Assay Kit – CS0260) no tecido testicular. O testículo foi retirado do biofreezer e 
homogeneizado em solução específica fornecida pelo respectivo Kit. O homogenato foi 
centrifugado e o sobrenadante resultante utilizado para as dosagens proteicas empregando-se 
métodos colorimétricos e espectrofotométricos. 
Peroxidação Lipídica 
Para a determinação da peroxidação lipídica, foi utilizado o método do ácido 
tiobarbitúrico. As amostras foram padronizadas através da técnica do biureto, estabelecendo-
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se uma concentração proteica de 1 mg/ml de amostra diluída em PBS. A absorbância das 
amostras foi medida em espectrofotômetro utilizando-se cubetas de quartzo (l= 535) e o 
resultado expresso em concentração de malonaldeído (MDA) por ml de amostra. 
IV.II. Análises fitoquímicas do extrato bruto de H. tomentosa 
Paralelamente à determinação da dose ideal de cloreto de cádmio, foram conduzidos 
ensaios fitoquímicos com o objetivo de padronizar e selecionar um extrato bruto de H. 
tomentosa que reunisse essencialmente duas características : expressiva atividade 
antioxidante e baixa toxicidade. 
Obtenção e trituração das raízes de H. tomentosa 
A raiz de H. tomentosa foi fornecida pela Empresa Brasileira de Pesquisas 
Agropecuárias (Embrapa Pantanal), encontrando-se devidamente identificada e catalogada 
em herbário da instituição (sin. Heteropterys aphrodisiaca O.Mach., depósito no Herbário 
CPAP número 21625). As amostras foram desidratadas em estufa com ventilação a 45º C 
marca Fabbe, modelo 170 antes do envio. O material vegetal desidratado foi moído em um 
triturador de facas, marca Stephen, modelo UM 40 para posteriores análises fitoquímicas. 
Obtenção dos extratos brutos  
A raiz de H. tomentosa moída foi submetida ao processo de extração através de dois 
métodos: a. extração quente por percolação em Soxhlet; b. extração a frio por agitação mecânica.  
Extração por percolação  
Este processo de extração foi realizado em equipamento Soxhlet. O extrato vegetal moído 
foi inserido na coluna de vidro entre duas camadas de algodão. Inseriu-se diclorometano através 
da abertura superior do equipamento, de forma que o solvente atravessou a amostra e depositou-
se no balão de fundo redondo disposto na base do equipamento em contato com a manta 
aquecedora. Este processo foi conduzido até que 50% do balão fossem completos. A manta 
aquecedora foi então programada a temperatura de aproximadamente 70º C, resultando no 
processo de percolação. Este procedimento foi repetido para os demais solventes, na sequência de 
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etanol 95% e água destilada. A evaporação dos solventes foi feita em rotaevaporador para o 
diclorometano e etanol, e em liofilizador para a água.  
Extração por agitação mecânica 
O extrato vegetal moído foi inserido em Erlenmeyer contendo diclorometano, 
adicionando-se cinco (5) vezes o volume da planta em volume do solvente (5g:1ml). 
Posteriormente, o recipiente foi colocado em agitador mecânico durante 1,5 hora, sendo este 
processo repetido três vezes, renovando-se o solvente em cada troca.  Após a filtragem do triturado 
vegetal e a retirada do solvente em rotaevaporador a 500 C, o mesmo processo foi efetuado com 
etanol 95% . Finalmente, após a retirada do etanol, o extrato vegetal foi então submetido à extração 
por água seguindo-se os mesmos procedimentos descritos. Para a obtenção do extrato bruto 
aquoso a amostra foi congelada e liofilizada a vácuo. 
Avaliação da atividade antiproliferativa: 
Todos os extratos foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa em células 
tumorais humanas utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B (SBR) para avaliação do 
crescimento celular (Monks et al, 1991). Onze linhagens de células tumorais humanas foram 
empregadas (Tabela 1), sendo todas mantidas no laboratório de cultura de células em frascos 
de 25 cm3 (NuncÒ), com 5ml de meio RPMI 1640 (GibcoÒ) suplementado com 5% de soro 
fetal bovino (SFB) (GibcoÒ) e incubadas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. Foram 
também empregadas duas linhagens de células normais, a saber, as linhagens VERO (célula 
epitelial normal de rim de macaco verde, densidade de inoculação de 4 x 104 cel/ml) e CRL-
2522 (fibroblasto de pele humana, ATCC, densidade de inoculação de 4 x 104 cel/ml). 
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Tabela 1: Linhagens celulares humanas empregadas na avaliação de atividade 
antiproliferativa. 
Linhagem Órgão/Doença Origem Embrionária 
Densidade de 
Inoculação 
(10
4
 cel/ml) 
U251 SNC; glioma Ectoderme 4,0 
UACC-62  Pele; melanoma Ectoderme 4,0 
MCF-7  Mama; adecarcinoma Ectoderme 6,0 
NCI-ADR/RES * Ovário; adenocarinoma Ectoderme 5,0 
786-O Rim; adenocarcinoma Mesoderme 5,0 
NCI-H460  Pulmão; carcinoma tipo não 
pequenas células 
  Endoderme 4,0 
PC-3  Próstata; adenocarcinoma Mesoderme 4,5 
OVCAR-3  Ovário; adenocarcinoma Mesoderme 7,0 
HT-29  Cólon; adenocarcinoma Endoderme 5,0 
K562  Medula óssea; Leucemia 
mielóide crônica 
Mesênquima 6,0 
HaCaT Pele (queratinócito)/Normal Ectoderme 5,0 
* esta linhagem apresenta resistência a múltiplos fármacos 
 Inocularam-se 100mL/compartimento, em placas de 96 compartimentos (NuncÒ), de 
uma suspensão com densidade de inoculação entre 3x104 e 6,5x104 cel/ml em meio 
RPMI/SFB acrescido de 50mg/ml de gentamicina (Schering PlusÒ). Após 24h de incubação 
à 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2, adicionou-se 100mL/compartimento da 
amostra a ser testada em quatro concentrações distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 mg/ml). Para a 
preparação das amostras, uma alíquota de 10 mg de cada extrato foi dissolvida em 100 mL 
de dimetilsulfóxido (DMSO) e, posteriormente, 50 mL da solução-mãe foram dispersos em 
950 mL de meio RPMI/5% SFB para preparação da solução de trabalho. Esta última foi então 
diluída sucessivamente, em meio de cultura, para preparação das concentrações finais de 250, 
25, 2,5, 0,25mg/ml. A concentração final de DMSO não interferiu no crescimento celular. 
Como controle positivo foi utilizado o quimioterápico Doxorrubicina, nas mesmas 
concentrações das amostras em teste. Neste momento, a fixação foi efetuada com ácido 
tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle chamada T0, que permite determinar qual a 
quantidade de células no momento da adição das amostras. Ao final de 48h de incubação, as 
células foram fixadas com 50mL/compartimento de TCA a 50% e as placas incubadas por 
1h a 4°C. As placas foram posteriormente lavadas quatro vezes consecutivas com água 
destilada para remoção de resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos secundários. Depois 
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de secas completamente, à temperatura ambiente, as placas foram coradas com 
50mL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em ácido acético 1%, e mantidas por 
60 mim à 4°C. Posteriormente, foram lavadas quatro vezes com ácido acético 1% e secas à 
temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado 
com Trizma Base (SigmaÒ), 10mM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da absorbância 
foi realizada em 540nm em leitor de microplacas. Com os valores médios de absorbância 
para cada concentração de cada amostra, o crescimento celular, expresso em porcentagem 
(%C), foi calculado segundo as seguintes fórmulas: Se T > T1 → estímulo de crescimento 
celular; Se T1> T ≥ T0 → atividade citostática: %C = 100 x [(T-T0)/( T1-T0)]; Se T< T0 → 
atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ T0] Onde: T = média da absorbância da célula tratada 
– absorbância amostra sem célula; T1 = absorbância do branco de células; T0 = absorbância 
do controle de células na placa T0.Com os resultados obtidos, foram gerados gráficos de 
porcentagem de crescimento em função da concentração da amostra testada, para cada uma 
das linhagens testadas. A concentração necessária para que ocorra 0% de crescimento celular, 
denominada TGI (do inglês total growth inhibition,) foram calculadas por regressão não 
linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versão 8.0. 
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) 
O método TEAC é um dos métodos mais utilizados para a determinação da 
capacidade antioxidante total e pode ser aplicado em matrizes biológicas, componentes 
alimentares e extratos vegetais. O ensaio é baseado na diminuição da concentração do radical 
ABTS+, a qual é linearmente dependente da concentração do antioxidante a ser analisado e, 
o resultado obtido, correlaciona-se muito bem com as propriedades redutoras dos polifenóis. 
O radical ABTS+ é fortemente absorvido no comprimento de onda de 700 a 750 nm, sendo 
preparado pela reação de oxidação do radical ABTS com persulfato de potássio (Stratil et al., 
2006). Na presença dos antioxidantes, a oxidação do radical ABTS pelo persulfato de 
potássio tende a diminuir, resultando na diminuição da concentração do radical ABTS+. Desta 
forma, a atividade antioxidante da amostra a ser analisada foi quantificada 
espectrofotometricamente. O ensaio TEAC usa somente o grau de inibição do radical livre 
em um tempo fixo para determinar a capacidade antioxidante e não examina a duração da 
inibição no substrato (Nälsén, 2006). Este método foi realizado segundo o proposto por Le 
15 
 
et al. (2007). A produção do radical ABTS+ foi feita misturando-se uma solução aquosa de 
ABTS 7 mM com persulfato de potássio na concentração de 140 mM (concentração inicial). 
Após o período de aproximadamente 16 horas, o radical ABTS+ foi diluído com água para o 
ensaio hidrofílico e com etanol para o lipofílico, até que a absorbância atingiu o valor de 
0,7000+/- 0,02 a 734nm. O ensaio foi feito em placas de elisa, com 96 poços, transparentes 
e com fundo reto. Adicionou-se 50 uL de amostra / Trolox / Branco e 250 uL do radical 
ABTS+. O TEAC foi originalmente desenvolvido para determinar a atividade antioxidante 
em soluções aquosas. Como este estudo tem por objetivo determinar a atividade tanto de 
extratos hidrofílicos quanto de lipofílicos, a RMDC (ciclodextrina metilada randomizada) foi 
utilizada para diluir as amostras lipofílicas (extraídas com diclorometano). A atividade 
antioxidante dos diferentes extratos vegetais foi calculada utilizando-se a curva do padrão 
Trolox, um análogo do a-tocopherol. A curva foi feita no mesmo dia do ensaio, sendo 
apresentados no eixo X os valores referentes à redução (%) e, no eixo Y, a concentração de 
Trolox (uM). Os resultados foram expressos em uM Trolox Equivalentes por grama de 
extrato. 
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 
O método ORAC verifica a capacidade sequestradora das frações hidrofílica e 
lipofílica de um antioxidante em relação a um radical peroxila induzido pelo AAPH (2,2’- 
azobis (2’- amidinopropano) dihidrocloreto) à 37ºC. Uma vez formado, o radical reage com 
a fluoresceína resultando em um produto não fluorescente. Utilizando-se um fluorímetro, a 
atividade antioxidante da amostra é verificada calculando-se a área formada sob a curva de 
decaimento da fluorescência versus o tempo. O resultado obtido é comparado ao branco, que 
não apresenta antioxidantes e, portanto, tende a formar um produto incolor (Prior et al., 2003; 
Dávalos et al., 2004). As amostras provenientes da extração hidrofílicas foram preparadas na 
concentração de 10 mg/ml com etanol absoluto e submetidas à ultrassonicação a 10ºC durante 
30 minutos, com agitações ocasionais. Para a elaboração da curva padrão, a qual é utilizada 
para expressar a atividade antioxidante da amostra, efetuou-se uma diluição seriada de Trolox 
em tampão fosfato de potássio 75 mM a pH 7.4. A solução de fluoresceína (Synth, Diadema, 
Brasil) foi preparada em tampão fosfato de potássio 75 mM a pH 7.4 na concentração de 
0,00378 mg/ml e, posteriormente, mantida em frasco âmbar e ao abrigo da luz até o momento 
de uso. O AAPH (2,2’- azobis (2’- amidinopropano) dihidrocloreto) (Sigma-Alcrich Co®, 
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St. Louis, MO, USA), foi ressuspendido em água estéril momentos antes do início da leitura 
da microplaca. O sistema de reação em cada poço da microplaca foi composto de 20 µL de 
amostra misturado a 120 µL de solução de fluoresceína e 60 µL de AAPH, a uma temperatura 
constante de 37ºC durante 1 hora e 30 minutos. A intensidade de fluorescência (485nmEx/ 
520nmEm) foi verificada a cada ciclo de 60 segundos, durante 80 ciclos em leitor de 
microplacas NOVOstar (BMG Labtech®, Offenburg, Germany). O mesmo procedimento foi 
adotado para os padrões de referência, os quais foram preparados sem a adição de amostra, 
como previamente descrito. O tampão fostato de potássio na concentração de 75 mM com 
pH 7.4 foi utilizado para correção da linha de base. O procedimento experimental referente 
à amostra lipofílica (Dicloremetano) foi submetido a algumas modificações para adaptar-se 
à natureza do solvente, como descritas a seguir. As amostras foram preparadas na 
concentração de 20 mg/ml com etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Germany) e, 
posteriormente, diluídas para 13 mg/ml com solução de ciclodextrina metilada randomizada 
a 7% (RMCD) em acetona (7:93; p/v) (Sigma-Alcrich Co®, St. Louis, MO, USA). Para a 
construção da curva padrão, efetuou-se uma diluição seriada de Trolox em solução de RMCD 
7%. Este último foi também utilizado para a correção da linha base. O cálculo da curva de 
decaimento da fluorescência ou área sob a curva (AUC), foi realizado utilizando-se a seguinte 
fórmula: (Auc = 1+fi/f0 +... fi/f0 +... f80/f0), onde o f0 é representado pela fluorescência 
obtida no tempo 0 e fi a fluorescência obtida nos tempos intermediários entre 0 e 80 minutos. 
Os resultados foram expressos em µmoles equivalentes de Trolox, utilizando-se a curva 
padrão de Trolox realizada em cada ensaio. A área da perda de fluorescência de uma amostra 
foi calculada subtraindo-se a área correspondente a do controle. As leituras foram realizadas 
em triplicata e os valores expressos em µmoles equivalentes de Trolox/g de amostra, em base 
seca. 
Teste do Campo Aberto 
O teste de campo aberto fundamenta-se na tendência natural do animal em explorar o 
novo ambiente, podendo ser utilizado para se avaliar o efeito de substâncias sobre a memória 
espacial e/ou sobre o sistema motor de animais. Ou seja, substâncias estimulantes tendem a 
aumentar os parâmetros comportamentais observados no modelo e, substâncias depressoras, 
a diminuí-los (Montgomery, 1955). Quatro grupos contendo dois animais cada foram 
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organizados para a condução do ensaio, sendo um grupo controle e três grupos destinados 
para a avaliação do extrato vegetal. Os animais controle receberam uma única injeção ip 
contendo 0,5 ml de solução salina 0,9%. Os demais grupos receberam, cada qual, uma única 
injeção intraperitoneal contendo uma determinada concentração do extrato diluída em 0,5 ml 
de solução salina ([100], [75] e [50] mg/Kg de peso corporal). Os ratos foram dispostos em 
recipiente próprio para o ensaio, o qual consistiu em uma caixa de madeira dividida em 16 
quadrantes, sendo a face superior da caixa desprovida de parede e, portanto, utilizada para a 
observação comportamental dos animais. Durante o ensaio foram registrados o número de 
rearings (levantamento do corpo sob as patas traseiras para exploração do ambiente), bem 
como o número de crossing (cruzamento dos quadrantes) (Mazzambani, 2005).  
Análises Estatísticas 
Todos os dados foram analisados via ANOVA (teste de Tukey) utilizando-se o 
programa para análises estatísticas Statistica. O nível de significância considerado foi  p<0.01 
ou p<0.05, a depender do parâmetro avaliado.  
IV.III. Resultados – Ensaio Experimental 1 
 Dados Biométricos 
Os resultados obtidos com as análises biométricas estão exibidos na tabela I. Os dados 
demonstram um ganho de peso significativamente maior para os animais do grupo Cd75 em 
relação aos demais grupos. Com relação ao peso absoluto dos órgãos, não foram observadas 
diferenças significativas nesse parâmetro. O grupo Cd75, em contrapartida, apresentou uma 
redução significativa no peso relativo (%) de diversos órgãos em relação aos demais grupos.  
Análises Estereológicas e Histopatológicas. 
As análises histológicas demonstram que os animais do grupo controle (Fig. I) 
apresentam arquitetura testicular normal. Observa-se o epitélio seminífero bem estruturado, 
com células germinativas e somáticas que respeitam os aspectos morfológicos do tecido 
saudável. O compartimento luminal apresenta grupamentos de espermatozoides resultantes 
de espermatogênese normal, sem excesso de corpos residuais ou descamação epitelial. O 
espaço intertubular apresenta-se bem organizado, com grupamentos de células de Leydig 
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morfologicamente normais, vasos sanguíneos e macrófagos sem indícios de anormalidades. 
As análises histopatológicas demonstraram que não houve qualquer alteração significativa 
na estrutura testicular dos grupos expostos ao cádmio (Fig. I). Alterações sutis, no entanto, 
foram evidenciadas pelas análises estereológicas (Tabela II). Um aumento significativo no 
volume (ml) e proporção volumétrica (%) de luz vascular foram observados nos grupos Cd25 
e Cd50 em relação ao controle, ao passo que no grupo exposto à maior dose de cádmio (Cd75) 
não foram constatadas alterações nesse parâmetro. Adicionalmente, todos os grupos expostos 
ao cádmio apresentaram um aumento significativo no volume e proporção volumétrica de 
espaço linfático em relação ao grupo controle. Os demais parâmetros morfológicos avaliados 
não apresentaram qualquer alteração significativa em relação aos animais controle (Tabelas 
I, II e III). 
Análises Bioquímicas 
Os resultados indicam um aumento significativo no processo de peroxidação lipídica 
(Fig. II) no grupo exposto à maior dose de cádmio (Cd75) em relação ao grupo Controle. Os 
demais grupos expostos ao metal (Cd25 e Cd50) apresentaram uma pequena, porém não 
significativa, alteração nesse parâmetro. Um aumento dose-dependente significativo da 
atividade de catalase (Fig. III) foi verificado no testículo dos grupos expostos ao cádmio em 
relação ao grupo controle. Paralelamente, a concentração de glutationa total (Fig. IV) 
aumentou gradativa e significativamente entre os grupos expostos ao metal em relação ao 
controle.  
Análises Fitoquímicas 
Atividade antiproliferativa 
Os resultados referentes à atividade antiproliferativa dos diferentes extratos de 
Heteropterys tomentosa estão exibidos na tabela IV. Os extratos diclorometânicos 
apresentaram elevada atividade antiproliferativa em relação ao controle doxorrubicina e aos 
demais extratos, aquoso e etanólico. Os extratos etanólicos apresentaram moderada atividade 
antiproliferativa, seguidos dos extratos aquosos, os quais apresentaram a menor atividade 
antiproliferativa entre os três solventes utilizados. 
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ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 
Os dados obtidos no ensaio ORAC estão apresentados na Tabela V. Os extratos 
diclorometrânico bruto (EDB) e etanólico bruto (EEB) apresentaram, ambos, expressiva 
atividade antioxidante.  O extrato aquoso bruto (EAB) apresentou atividade antioxidante 
pouco expressiva frente aos demais extratos. 
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) 
Os dados obtidos no ensaio TEAC estão apresentados na tabela V. Os extratos 
etanólicos brutos (EEB) apresentaram a maior atividade antioxidante, seguidos dos extratos 
aquosos brutos (EAB) e extratos diclorometânicos brutos (EDB), respectivamente. 
Teste do Campo Aberto 
  A observação comportamental dos animais indicou que, dentre as diferentes 
concentrações do extrato vegetal avaliadas, a única que não alterou os parâmetros motores 
foi a de 50 mg/Kg de peso corporal.  
V. Ensaio Experimental 2: Avaliação da Atividade Antioxidante in vivo do Extrato 
de Heteropterys tomentosa. 
Para a condução do Ensaio Experimental 2, o cloreto de cádmio foi adicionado ao 
recipiente de água potável anexado às gaiolas (75 mg/L), de forma que os animais receberam 
solução aquosa de Cloreto de cádmio ad libitum durante 30 dias. Uma vez que a adição de 
cádmio à água altera o sabor e o cheiro da mesma, adicionou-se sacarose na proporção de 
1:10 para que a água se tornasse mais atrativa (Adaptado de Benoff, 2008). Durante o mesmo 
período, os animais receberam diariamente uma única injeção intraperitonial do extrato 
etanólico de H. tomentosa extraído por percolação e diluído em 0,5 ml de soro fisiológico 
0,9%, em horário fixo, na concentração de 50mg/Kg. O extrato na concentração mencionada 
foi convencionalmente denominado NSE50. 
Grupo Cont– Controle (Água + sacarose 10%); Grupo Cd - Cádmio (75 mg de Cd/L de 
H2O + sacarose 10%); Grupo CdHt - Cádmio (75 mg de Cd/L de H2O + sacarose 10% + 
NSE50); Grupo Ht- Cádmio (Água + sacarose 10% + NSE50). 
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Os animais foram tratados a partir do 75º dia de idade, uma vez que a produção espermática 
atinge níveis adultos e estabiliza-se neste período (Robb, 1978), e o material biológico foi 
coletado no 31º dia de tratamento. 
 
Coleta do material biológico (metodologia descrita na página 8) 
Processamento do material biológico para microscopia de luz (metodologia 
descrita na página 9) 
Análises Estereológicas (metodologia descrita na página 9). 
Volume e número de células de Leydig por testículo (metodologia descrita na 
página 10) 
Peroxidação Lipídica (metodologia descrita na página 10) 
 
Determinação Sérica e Tecidual de Ferro, Cobre e Cádmio 
Para a determinação sérica e tecidual da concentração dos metais ferro, cádmio e 
cobre, as amostras foram mineralizadas e, posteriormente, submetidas à análise por 
Espectrometria por absorção Atômica. Foi utilizado um forno de micro-ondas da Provecto® 
DGT 100 Plus para o preparo de amostras de tecido previamente pesadas (1 g) e acrescidas 
de ácido nítrico 65%. A seguinte rampa de aquecimento foi utilizada: 1o passo 5 minutos x 
potência de 450 W; 2o passo 8 minutos x potência de 850 W; 3o passo 8 minutos x potência 
de 800 W; 4o passo 6 minutos x 500 W; 5o passo 10 minutos x 200 W. Posteriormente, as 
amostras foram deixadas no interior do forno para a redução da pressão interna do vaso de 
reação e removidas dentro de capela de exaustão. As amostras devidamente tratadas foram 
analisadas por Espectrometria por absorção Atômica. A curva de calibração foi realizada a 
partir dos padrões primários (1 mg.ml-1) e com quatro padrões em ordem crescente (razão 
2,0) e certificados para Fe (Merck®), Cd (Carlo Erba®) e Cu (Carlo Erba®). As leituras foram 
realizadas por espectrômetro por absorção atômica, marca GBC® modelo AA 930 (Duplo 
feixe). Foram ainda utilizadas lâmpadas específicas de cátodo oco (Photron®) para cada 
elemento a saber: Fe, Cu e Cd, respectivamente com comprimentos de onda de 248,3 nm e 
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fenda 0,2 mm; 327,4 nm e fenda 0,5 mm; 228,8 e fenda 0,5 mm (Athanasopoulos, 1994; 
Basset et al., 1981). 
 Análises Estatísticas 
Todos os dados foram analisados via ANOVA (teste de Tukey) utilizando-se o 
programa para análises estatísticas Statistica. O nível de significância considerado foi  p<0.01 
ou p<0.05, a depender do parâmetro avaliado.  
V.I. Resultados do Ensaio Experimental 2 
Dados Biométricos 
Os resultados obtidos com as análises biométricas estão exibidos na tabela VI. Os 
dados demonstram que ambos os grupos tratados com o extrato vegetal apresentaram 
vesícula seminal, glândula coaguladora e próstata ventral com peso significativamente maior 
em relação ao grupo controle.  
Análises Estereológicas e Histopatológicas. 
As análises histopatológicas demonstram que os animais do grupo controle (Fig. V) 
apresentam arquitetura testicular normal, com epitélio seminífero bem estruturado e células 
germinativas e somáticas distribuídas organizadamente. O compartimento luminal exibe 
grupamentos de espermatozoides resultantes de espermatogênese normal, sem evidências de 
corpos residuais excessivos ou descamação epitelial. O parênquima possui grupamentos de 
células de Leydig morfologicamente normais, vasos sanguíneos e macrófagos distribuídos 
esparsamente e sem alterações evidentes no volume e disposição de fibras colágenas. As 
análises histopatológicas demonstraram que não houve qualquer alteração significativa na 
morfologia testicular dos grupos tratados, em relação ao grupo controle (Fig. V). As análises 
estereológicas (tabelas VII e VIII) também não acusaram alterações abrangentes nos grupos 
tratados. No entanto, os grupos expostos ao cádmio exibiram aumento sutil no volume e 
proporção volumétrica de macrófagos (Tabela VII), assim como no volume e proporção 
volumétrica do espaço intertubular e proporção volumétrica de espaço linfático. 
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Análises Bioquímicas 
Os resultados indicam um aumento significativo no processo de peroxidação lipídica 
(Fig. VI) em ambos os grupos expostos ao cádmio (Cd e CdHt) em relação ao grupo controle. 
O grupo exposto somente ao extrato NSE50 não apresentou qualquer alteração significativa 
nesse parâmetro.  
Determinação Sérica e Tecidual de Ferro, Cobre e Cádmio 
A dosagem dos metais ferro, cobre e cádmio em testículo e soro de ratos Wistar estão 
apresentadas nas tabelas IX e X, respectivamente. Os dados demonstram que não houve 
diferença estatisticamente significativa na concentração testicular de íons de Fe2+ e Cu2+ 
entre os diferentes grupos tratados. No entanto, os animais expostos somente ao cádmio 
(grupo Cd) apresentaram um aumento significativo do metal no tecido, em relação aos 
demais grupos. Os animais do grupo controle, embora não expostos experimentalmente ao 
cádmio, apresentaram níveis detectáveis deste no testículo. Com relação à dosagem sérica, 
ambos os grupos tratados com o extrato NSE50 apresentaram níveis significativamente 
elevados de cobre em relação ao grupo controle. A concentração sérica de cádmio não pode 
ser determinada pois encontra-se abaixo do limiar necessário para a detecção pela técnica de 
espectrometria por absorção atômica. 
VI. Discussão 
 Embora a síntese de espécies reativas de oxigênio (EROs) no organismo seja 
relacionada a processos fisiopatológicos, a produção equilibrada destas moléculas é também 
essencial a diversos processos metabólicos essenciais à homeostasia do organismo (Haslam, 
1989; Halliwell, 1997; Przedborski & Ischiropoulos, 2005; Turner & Lysiak, 2008; Waris & 
Ahsan, 2006; Chiarugi and Cirri, 2003; Yen et al., 2012; Wolin, 2014). A correlação entre 
EROs e patologias, portanto, está normalmente associada à superprodução dessas moléculas 
reativas e/ou à deficiência do organismo em neutralizá-las (Haliwell & Gutteridge, 1999). 
Estes dois mecanismos estão envolvidos na toxicidade do cloreto de cádmio, que estimula o 
aumento intracelular de EROs e altera os padrões do sistema antioxidante endógeno (El-
Demerdash, 2004; Koyuturk et al., 2006; Acharya et al., 2008; Abarikwu et al., 2013; Spiazzi 
et al., 2013). Dessa forma, o metal foi utilizado no presente trabalho como agente indutor de 
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estresse oxidativo em ratos Wistar, estabelecendo-se um modelo in vivo para avaliar os 
mecanismos de ação antioxidante do extrato de H. tomentosa.  
A literatura tem demonstrado que a exposição de mamíferos ao cádmio 
frequentemente resulta em alterações histopatológicas características de processos 
inflamatórios agudos (Rikans e Yamano, 2000; Leite et al.,2011; Leite et al., 2013; El-
Neweshy et al., 2013; Zanetti e Aveldaño, 2014). Diferentes estudos descrevem quadros que 
abrangem da fase vascular-exsudativa, onde são identificados elementos como hiperemia, 
edema e rico exsudato leucocitário, à fase produtiva-reparativa, identificada pela substituição 
do tecido normal por tecido fibrótico (Bogliolo, 20016). Nestes animais a arquitetura 
testicular pode estar amplamente comprometida, com achados de hipoplasia de epitélio 
seminífero e estenose vascular acentuada (Leite et al., 2010; Leite et al., 2012). Os resultados 
do Ensaio Experimental 1 mostram, no entanto, que os três grupos expostos ao cádmio (Cd25, 
Cd50 e Cd75) não apresentaram alterações estruturais abrangentes no testículo. Isto é, a 
arquitetura testicular nestes animais pouco difere da apresentada pelos animais controle, 
ambos submetidos a análises histopatológicas. Apenas alguns focos de estenose vascular 
foram observados no grupo exposto à maior dose (Cd 75), resultado este frequentemente 
descrito na literatura para animais expostos ao metal (Leite et al., 2010; Leite et al., 2012; 
Tellez-Plaza et al., 2013; Kukongviriyapan et al., 2014). Além disso, as análises 
estereológicas também acusaram um aumento significativo no volume de espaço linfático 
nos três grupos expostos ao elemento. O aumento deste compartimento é provavelmente 
devido ao surgimento de edema, evento este típico nos casos de exposição ao cádmio e que 
integra um conjunto de elementos característicos do início do processo inflamatório agudo 
(Saygi et al, 1991; Bogliolo, 2006).  
O endotélio vascular parece ser um dos alvos primários durante o processo de 
toxicidade do cádmio, sofrendo alterações estruturais que resultam no aumento da 
permeabilidade vascular, surgimento de edema e modificações no diâmetro do vaso (Saygi 
et al, 1991; Leite et al., 2011; Leite et al., 2013).   Sutoo e Akiyama (2000), por exemplo 
demonstraram que a exposição ao metal na ordem de nmol aumenta os níveis de dopamina, 
que atua em receptores vasculares adrenérgicos e resulta em pressão arterial reduzida em 
ratos hipertensivos. Exposições a doses mais elevadas (200 ppm), em contrapartida, 
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demonstraram reduzir os níveis de óxido nítrico circulante em ratos, dessa forma aumentando 
a contração vascular nesses animais. Portanto, ambas as atividades, vasoconstricção e 
vasodilatação, podem ser induzidas pela exposição ao cádmio, embora uma ou outra ocorra 
preferencialmente dependendo da concentração da dose (Scoczynska and Martynowicz, 
2005). Estes estudos corroboram os resultados das análises estereológicas, os quais 
demonstram alterações variáveis no diâmetro vascular entre os três grupos expostos ao metal 
(Cd25, Cd50 e Cd75). Ou seja, cada qual foi exposto a uma determinada concentração e, 
portanto, apresentou alterações específicas no endotélio vascular.  
Apesar de poucas alterações estruturais terem sido observadas nos grupos Cd25, Cd50 
e Cd75, mudanças expressivas foram verificadas nos parâmetros bioquímicos.  Ou seja, os 
três exibiram níveis elevados na atividade de catalase e concentração de glutathiona total. No 
entanto, somente os animais submetidos à maior dose (75 mg/L) apresentaram aumento 
significativo no processo de peroxidação lipídica. Estes dados indicam que a síntese de 
espécies reativas de oxigênio neste grupo (Cd75) saturou a atividade do sistema de defesa 
antioxidante, que se mostrou ineficiente em neutralizar o excesso de espécies reativas de 
oxigênio. Portanto, dos três grupos expostos ao cloreto de cádmio, a dose de 75 mg/L foi a 
única que atendeu aos critérios de toxicidade testicular esperados. Ou seja, esta dose gerou 
desequilíbrio bioquímico expressivo no testículo dos animais, mas não resultou em alterações 
estruturais típicas de estágios avançados do processo inflamatório agudo, como necrose e 
fibrose tecidual. Uma vez que esta dose alterou os parâmetros bioquímicos mas não 
descaracterizou a arquitetura do órgão, ela foi selecionada para ser utilizada como agente 
indutor de estresse oxidativo no Ensaio Experimenta II. 
Paralelamente aos experimentos que determinaram a dose ideal de cloreto de cádmio 
no Ensaio Experimenta I, ensaios fitoquímicos foram conduzidos para padronizar o extrato 
de Heteropterys tomentosa.  Durante a escolha do extrato vegetal, duas propriedades 
químicas foram ponderadas, isto é, a atividade antioxidante, avaliada pelos ensaios ORAC e 
TEAC, e a atividade antiproliferativa, avaliada em cultura celular. O extrato adequado para 
ser testado in vivo é aquele que reuniu duas características: atividade antioxidante in vitro 
expressiva, especialmente quando comparado a outros antioxidantes consagrados, e baixa 
atividade antiproliferativa (baixa toxicidade). Ou seja, o extrato que atendeu a estes critérios 
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foi o etanólico extraído por percolação (extrato NSE50). Este, quando comparado a outros 
extratos vegetais reconhecidos e valorizados por sua atividade antioxidante, destaca-se como 
o mais potente. Por exemplo, sua capacidade de neutralizar radicais livres é 
significativamente maior do que a dos extratos aquosos de chá verde e chá preto avaliados 
pelo ensaio ORAC (Cao et al., 1996). Utilizando-se como parâmetro a metodologia TEAC, 
o extrato NSE50 também aparece com a maior atividade antioxidante em relação ao extrato 
aquoso e etanólico de chá verde (Juliane e Simon, 2002; Rusaczonek et. al 2010).  Portanto, 
este foi o extrato selecionado para ser utilizado no Ensaio Experimental 2, isto é, aquele que 
avaliou os mecanismos de ação antioxidante do extrato de H. tomentosa no testículo de 
animais submetidos a estresse oxidativo por cloreto de cádmio. 
No decorrer do Ensaio Experimental 2, os animais foram submetidos a uma injeção 
intraperitoneal diária do extrato vegetal. A escolha da via parenteral teve como objetivo evitar 
um possível metabolismo de primeira passagem, o que poderia reduzir ou inibir a atividade 
farmacológica do composto e dificultar as análises subsequentes (Bruton, 2012). 
Concomitantemente à administração do extrato NSE50, os animais do grupo CdHt foram 
submetidos a estresse oxidativo por cloreto de cádmio na concentração de 75 mg/L. Os dados 
bioquímicos demonstram que ambos os grupos expostos ao metal apresentaram acentuado 
aumento no processo de peroxidação lipídica nas amostras de testículo. O grupo exposto ao 
cádmio e simultaneamente tratado com o extrato NSE50 exibiu, entretanto, valores que não 
diferem estatisticamente do grupo controle. Estes dados demonstram que o extrato NSE50, 
além de expressiva atividade antioxidante in vitro, também reduz significativamente o 
estresse oxidativo gerado por cloreto cádmio sob condições fisiológicas. 
Inicialmente propôs-se que o extrato NSE50 poderia reduzir o processo de 
peroxidação lipídica no testículo dos animais através de dois mecanismos, isto é, quelando 
íons livres de cádmio e metais de transição e/ou neutralizando EROs. Ou seja, a raiz de H. 
tomentosa possui, entre outras substâncias, taninos e polifenóis em sua composição. Estas 
moléculas são descritas por possuírem propriedades quelantes e capacidade de neutralizar 
espécies reativas de oxigênio no organismo, características que lhes conferem efeitos 
benéficos à saúde (Afanas’ev et al., 1989; Haliwell and Gutteridge, 1999). Portanto, de forma 
análoga aos resultados obtidos através dos ensaios fitoquímicos in vitro (ORAC e TEAC), 
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nos quais o extrato reduziu a atividade de radicais livres sintéticos, é provável que o extrato 
NSE50 tenha agido neutralizando diretamente as EROs normalmente produzidas após a 
exposição ao metal. Adicionalmente, os dados obtidos através da técnica de Espectrometria 
por Absorção Atômica demonstram que os animais do grupo CdHt apresentaram uma 
concentração testicular de cádmio significativamente menor em relação aos animais expostos 
somente ao metal (grupo Cd). Este dado indica que o extrato NSE50 também possui 
expressiva atividade quelante e, ao reduzir a concentração do metal no testículo, 
consequentemente reduz as reações do tipo Fenton e o processo peroxidação lipídica (Aguiar 
et al., 2007; Liu et al., 2008; Nzengue et al., 2008). 
Os dados fornecidos pela técnica espectrométrica também acusam a presença de 
cádmio nos grupos controle e Ht, embora estes não tenham sido experimentalmente expostos 
ao metal.  Estes animais foram provavelmente contaminados através da ração comercial, cujo 
principal ingrediente é o milho, um cereal reconhecidamente rico em cádmio (Olsson et al., 
2002). Esta exposição inadvertida representa um grave risco a diversos modelos 
experimentais in vivo, especialmente àqueles conduzidos a longo prazo. Ou seja, trata-se de 
um elemento cumulativo que pode acabar interferindo em processos bioquímicos, 
estimulando a síntese de radicais livres e, eventualmente, afetar mecanismos de sinalização 
celular e controle do tônus vascular (Rao and Becker, 1992; Cosentino et al., 1994; Cosentino 
et al., 2001). Adicionalmente, este cenário expõe um problema ambiental que afeta também 
a agricultura voltada para o consumo humano. Ou seja, a utilização de fertilizantes fosfatados 
eleva a porcentagem do metal no solo e, dessa forma, contamina diversos níveis tróficos da 
cadeia alimenar (Lambert et al., 2007; Al-Faiyz et al., 2007; Jarup and Akesson, 2009; Al-
Rmalli et al., 2011; Najarnezhad et al., 2015). Portanto, comida e tabaco são atualmente as 
principais fontes de exposição não ocupacional de cádmio ao homem, tornando-o susceptível 
aos efeitos nocivos do metal no organismo (Norvell et al., 2000; Jarup and Akesson, 2009). 
A exposição da população geral ao cádmio, seja através da dieta ou do consumo de 
tabaco, tem despertado o interesse da comunidade científica e estimulado estudos 
epidemiológicos sobre o tema. Embora ainda escassos, alguns destes estudos têm, por 
exemplo, demonstrado haver correspondência entre níveis sanguíneos elevados do metal e 
determinados processos fisiopatológicos em populações não exposta ocupacionalmente. Por 
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exemplo, incidência aumentada de câncer de mama e de endométrio em mulheres suecas em 
fase de pós-menopausa (Akesson et al., 2008; Julin et al., 2012), pressão sanguínea 
aumentada em adultos na Coréia do Sul (Eum et al., 2008), aumento na incidência de doenças 
periodontais em pacientes dos Estados Unidos (Arora, et al., 2009) e susceptibilidade a 
aterosclerose e doenças cardiovasculares (Tellez-Plaza et al., 2008; Fagerberg et al., 2015) 
são algumas dessas desordens metabólicas. Os dados apresentados no presente trabalho, 
embora obtidos através de modelos animais, contribuem para reforçar estas investigações. 
Isto é, indicam que a ingestão oral de doses ambientalmente relevantes de cádmio resulta em 
seu acúmulo tecidual e em desequilíbrios bioquímicos no testículo. Estes resultados podem 
provavelmente ser projetados a outros tecidos e sistemas corporais e, portanto, é provável 
que um número substancial de patologias idiopáticas seja futuramente associado ao consumo 
de cádmio através da dieta e tabaco. 
Os mecanismos envolvidos no surgimento de processos fisiopatológicos após o 
consumo não ocupacional de cádmio são pouco claros. As evidências obtidas no presente 
trabalho sugerem, contudo, que o estresse oxidativo pode ser um evento desencadeante. Por 
exemplo, a síntese aumentada de EROs após a exposição ao metal pode ser o fator 
responsável por lesões no endotélio vascular e, eventualmente, resultar em ateromas e 
hipertensão arterial (Fagerberg et al., 2015). As mesmas moléculas reativas podem lesar 
material nucléico ou proteínas responsáveis pelo controle do ciclo celular (eg, p53), 
favorecendo o surgimento de neoplasias (Urani et al., 2014). Adicionalmente, e 
provavelmente o mais relevante no contexto deste trabalho, evidências sugerem que as EROs 
também geram danos diretos aos espermatozóides, contribuindo para o desenvolvimento de 
infertilidade masculina (Zini et al., 1993; Agarwal et al., 2006a). Estas moléculas reativas 
danificam a membrana do espermatozóide e, consequentemente, reduzem sua mobilidade e 
capacidade de fusão epermatozóide-oócito. Além disso, danificam diretamente o DNA, dessa 
forma comprometendo a contribuição genética paterna para o embrião. (Tremellen, 2008). 
Portanto, o acúmulo de cádmio nos testículos pode ser um fator importante para o aumento 
global crescente nos casos de infertilidade masculina, embora não existam atualmente 
estudos que corroborem esta hipótese (Lassen et al., 2015). 
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VII. Conclusão 
Os mecanismos através dos quais o extrato NSE50 reduziu o estresse oxidativo no 
testículo dos animais expostos ao cádmio foram, ao menos parcialmente, elucidados no 
presente trabalho. Além de significativa atividade quelante, outros mecanismos responsáveis 
pela atividade antioxidante do composto devem ocorrer simultaneamente.  Ou seja, de 
maneira análoga ao ocorrido nos ensaios in vitro (TEAC e ORAC), é provável que um 
importante mecanismo antioxidante do extrato seja através da neutralização de radicais livres 
normalmente aumentados nos casos de exposição ao cádmio. Uma contribuição adicional 
dessa investigação, e não menos relevante, refere-se à demonstração de que doses 
ambientalmente relevantes de cádmio alteram de forma significativa o status oxidante 
celular, contribuindo assim com os estudos populacionais que correlacionam a exposição não 
ocupacional ao cádmio a diversas patologias idiopáticas. Ao contrário dessas investigações 
epidemiológicas previamente mencionadas, este trabalho propõe um mecanismo primário 
para o desenvolvimento dessas patologias, ou seja, o desequilíbrio da atividade oxidante 
celular como alicerce para futuras alterações fisiopatológicas. Adicionalmente, os dados 
apresentados alertam para o fato de que o consumo de ração para roedores, basicamente 
formulada com cereais, contribui para o acúmulo de cádmio no testículo dos animais. Esses 
dados podem seguramente ser extrapolados para a dieta humana, uma vez os cereais 
consumidos são os mesmos, embora beneficiados de maneira diversa a dos animais. 
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Parameters Control group Group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 
Final body weight            (g) 393.40  14.22 a  442.40  35.90 b       451.00  18.55 bc   491.00  9.17 c 
Body weight gain           (%) 19.85  9.80 a  13.61  2.79 a           18.09  1.81 a     30.93  4.81 b 
Testis                                 (g) 1.70  0.14           1.80  0.09     1.77  0.02     1.68  0.03 
                                         (%)   0.46  0.04 a     0.41  0.03 a        0.39  0.02 ab              0.34   0.01 b 
Seminal Vesicle                (g) 0.78  0.11           0.79  0.11     0.86  0.14     0.76  0.04 
                                         (%)   0.21  0.03 a    0.18  0.02 a       0.19  0.03 a       0.16  0.01 b 
Coagulating gland           (g) 0.17  0.01   0.16  0.01     0.16  0.02              0.14  0.02 
                                         (%)  0.05  0.00a     0.04  0.00 a       0.04  0.01 a               0.03  0.00 b 
Ventral Prostate              (g) 0.41  0.03   0.48  0.06     0.40  0.08      0.52  0.09 
                                         (%) 0.11  0.01   0.11  0.01     0.09  0.02               0.11  0.02 
Epidydimis                       (g) 0.52  0.02   0.51  0.02     0.54  0.02      0.47  0.06 
                                         (%)   0.14  0.01 a     0.11  0.01 a       0.12  0.00 a        0.09  0.01 b 
Tabela I: Dados biométricos dos grupos experimentais. Valores expressos em peso absoluto (g) e 
peso relativo (%). 
a-b-c Diferentes sobrescritos para o mesmo parâmetro indica diferença estatisticamente significativa (p<0.01). 
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Parameters Control group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 Group 
Seminiferous Tubule     (ml)                     1.37  0.09 1.49  0.10 1.48  0.06 1.34  0.06 
                                         (%) 80.4  2.50 83.1  2.50 83.6  2.60 79.6  2.10 
Intertubular Space        (ml)    0.34  0.06 0.30  0.04 0.29  0.04 0.34  0.03 
                                         (%) 19.6  2.50 16.9  2.50 16.4  2.60 20.1  1.80 
Lymphatic Space           (ml)       0.21  0.03 a    0.33   0.03 b   0.31  0.03 b    0.30  0.03 b 
                                         (%)        12.10   0.74 a          18.23   2.10 b  17.80  1.89 b   17.57   1.75 b 
Macrophages                 (ml)                  0.01  0.00 0.01  0.00 0.01  0.00  0.01  0.00 
                                         (%)                     0.57  0.13 0.55  0.09 0.49  0.14  0.40  0.05 
Blood Vessel Lumen      (ml)    0.01  0.004 a   0.025  0.004 b 0.024  0.06 b      0.01  0.002 a 
                                         (%)                      0.46  0.37 a   1.45  0.30 b   1.39  0.44 b    0.36  0.14 a 
Leydig Cell Cytoplasm (ml)          0.13  0.01 0.12  0.00 0.13  0.02  0.15  0.01 
                                         (%)                     7.78  0.34 6.43  0.22 7.17  1.04  8.71  0.82 
Leydig Cell Nucleus      (ml) 0.05  0.00 0.04  0.00 0.04  0.00  0.05  0.01 
                                         (%)                         2.79  0.31 2.32  0.20  2.48  0.29  3.12  0.59 
Tabela II:Volume (ml) e proporção volumétrica (%) dos diferentes componentes testiculares dos 
grupos experimentais. 
a-b-c Diferentes sobrescritos para o mesmo parâmetro indica diferença estatisticamente significativa (p<0.01). 
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Parameters Control group Group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 
Nucleus Diameter LC (μm) 7.11  0.360  6.41  0.39 6.44  0.26 6.89  0.22 
Volume of a LC          (μm³)  742  94.57       564  136.95       565.00  68.97          690.00  21.67 
Nucleus Volume         (μm³)     179.00  18.48         144.00  23.90       146.00  10.09          169.00  14.13 
Cytoplasm Volume    (μm³)          553  75.16       425  113.81    425  55.50          518.00  22.88 
Number LC/testis        (10⁶)     253.67  32.19         305.95  36.95       315.11  39.82          306.25  46.75 
Number LC/g testis     (10⁶)     149.33  16.59         169.97  17.88       178.30  21.51          182.13  27.47 
 
Tabela III: Estereologia de célula de Leydig dos grupos tratados. 
a-b-c Diferentes sobrescritos para o mesmo parâmetro indica diferença estatisticamente significativa (p<0.01). 
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Figura I: Imagens representativas do testículo de ratos Wistar obtidas no Ensaio Experimental 
1. A;a: Imagem representativa do grupo controle, mostrando túbulos seminíferos em corte 
transversal com morfologia normal e epitélio seminífero bem organizado. O lúmen dos túbulos 
aparenta espermatogênese normal, sem indícios de descamação epitelial nem de excesso de 
corpos residuais. Observam-se aglomerados de células de Leydig circundando uma vênula no 
espaço intertubular, sem qualquer indício de anormalidade morfológica.  B;b: Imagem 
representativa do grupo Cd25, mostrando o tecido testicular com morfologia similar à 
apresentada pelos animais controle. C,c: Imagem representativa do grupo Cd50 exibindo 
morfologia normal. D,d: Imagem representativa do grupo Cd75 exibindo túbulos seminíferos 
em corte transversal sem qualquer alteração morfológica evidente em menor aumento (40X). 
No espaço intertubular observam-se células de Leydig morfologicamente intactas, circundando 
vasos sanguíneos exibindo vasoconstricção em maior aumento (100X). (ST): Túbulo 
seminífero; (IS): espaço intertubular; (LC): Célula de Leydig; (V): vaso sanguíneo. (M): 
Macrófago. 
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          2 m a 7 4 p o h k q 
Doxo 1,1 8,8 >25 0,62 <0,025 4,4 3,9 >25 >25  0,67 
EDB Agitação 54,7 1 09,3 *   90,3 2,8    41,2 83 114,5 * 168,2 
EDB Percolação 40,8    79,9 92   51,2 3,8    48,4  164,7   99,4 * 148,4 
EEB Agitação   137,8  200,9 * * 95 * * * * * 
EEB Percolação * * * *  181,5 * * * * * 
EAB Percolação * * * * * * * * * * 
EAB Agitação * * * * 250 * * * * * 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 = U251 (glioma, SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovário, com fenótipo de resistência a múltiplas drogas); 7 = 
786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); p = PC-3 (próstata); o = OVCAR-3 (ovário); h = HT-29 
(colorretal); k = K562 (leucemia); q = HaCaT (queratinócito humano, célula normal imortalizada).* = >250 µg/ml. EDB: extrato 
diclometânico bruto. EEB: extrato etanólico bruto. EAB: extrato aquoso bruto. 
 
 
 
 
Tabela IV: Atividade antiproliferativa dos diferentes extratos de H. tomentosa expressa em TGI: Total 
Growth Inhibition (concentração necessária para que ocorra 0% de crescimento). 
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Extrato 
 
Orac (uM TE/ g de amostra) TEAC (uM TE/ g de amostra) 
EDB Agitador 3610,27 ± 250,00 276,21 ± 12,00 
EDB Percolação 3461,40 ± 122,00                332,06 ± 9,00 
EEB Agitador   5452,0 ± 175,00            17529,25 ± 73,00 
EEB Percolação 2571,10 ± 136,00            19437,68 ± 382,00 
EAB Agitador 493,50 ± 24,00              7201,17 ± 95,00 
EAB Percolação 589,81 ± 14,00              6208,82 ± 180,00 
Tabela V: Atividade antioxidante dos diferentes extratos brutos de H. tomentosa avaliados através de duas 
técnicas distintas: Orac e Teac. 
 
 
 
 
 
 
avaliados  
EDB: extrato diclometânico bruto. EEB: extrato etanólico bruto. EAB: extrato aquoso bruto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
avaliados 
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Figura II: Representação gráfica da concentração de Malonaldeído nos 
grupos tratados - Ensaio Experimental 1. 
(a-b) Valores com diferente sobrescrito são diferentes entre si.  p<0,05. 
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Figura III: Representação gráfica da atividade da Catalase. 
(a-b) Valores com diferente sobrescrito são diferentes entre si.  p<0,05. 
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Figura IV: Representação gráfica da concentração de Glutationa Total em 
nanomoles/ml. 
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(a-b) Valores com diferente sobrescrito são diferentes entre si.  p<0,05. 
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Parameters Control group Group Cd Group Ht Group CdHt 
Final body weight                 (g)         393.00  19.17a   428.40  11.07b   449.80  4.53c         443.00  4.49cb 
Body weight gain                (%)           11.39  1.30  10.86  1.13              13.01  0.92           10.89  1.07b 
Testis                                      (g) 1.73  0.04   1.79  0.07      1.75  0.02  1.79  0.04 
                                              (%) 0.44  0.02   0.42  0.01       0.44  0.02 0.40   0.02 
Seminal Vesicle                     (g)  0.95  0.05a    0.98  0.05a         1.40  0.10b   1.26  0.04b 
                                              (%)  0.21  0.01a    0.23  0.02a         0.24  0.01b   0.28  0.01b 
Coagulating gland                 (g)  0.20  0.01a    0.18  0.01a         0.25  0.02b            0.23  0.01b 
                                              (%) 0.05  0.00              0.04  0.02       0.05  0.00             0.05  0.00 
Ventral Prostate                    (g)             0.32  0.05a    0.36  0.03a         0.44  0.02b   0.50  0.02b 
                                              (%)   0.08  0.01a    0.08  0.01a        0.08  0.01a  0.11  0.01b 
Epidydimis                            (g)   0.55  0.02a     0.57  0.02a         0.54  0.03a  0.51  0.01b 
                                              (%)   0.14  0.01a     0.13  0.00a         0.14  0.01a  0.11  0.00b 
Tabela VI: Dados biométricos dos grupos experimentais. Valores expressos em peso absoluto (g) e peso 
relativo (%). 
a-b-c Diferentes sobrescritos para o mesmo parâmetro indica diferença estatisticamente significativa (p<0.01). 
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Parameters Control group Group Cd Group Ht Group CdHt 
Seminiferous Tubule        (ml)      1.51  0.03           1.51  0.05           1.53  0.03 1.52  0.03 
                                            (%)    87.19  1.05         84.89  0.88         87.57  1.21        83.85  0.23 
Intertubular Space           (ml)       0.22  0.02a 0.27  0.02b 0.23  0.00a  0.28  0.01b 
                                            (%)            12.81  1.05a         15.11  0.88b         13.41  0.39a        15.35  0.23b 
Lymphatic Space              (ml)         0.87  0.15      1.25  0.18       0.98  0.04    1.30  0.04 
                                            (%)          6.57  0.56a        8.28  0.76b        7.30  0.20a     8.45  0.21b 
Macrophages                    (ml)       0.02  0.00a  0.03  0.00b 0.04  0.00c  0.04  0.00c 
                                            (%)       0.16  0.02a 0.18  0.01a 0.28  0.02b  0.24  0.02b 
Blood Vessel Lumen         (ml)              0.03  0.01ab 0.02  0.00a 0.03  0.00b 0.04  0.01b 
                                            (%)          0.19  0.04abc 0.16  0.01a 0.19  0.01b 0.24  0.03c 
Leydig Cell Cytoplasm    (ml)        0.56  0.09a 0.64  0.05a 0.56  0.05a 0.74  0.03b 
                                            (%)        4.22  0.33a 4.24  0.08a 4.16  0.30a 4.80  0.13b 
Leydig Cell Nucleus         (ml)         0.20  0.03a 0.21  0.02a 0.20  0.02a 0.25  0.01b 
                                            (%)         1.51  0.12a 1.39  0.05b 1.48  0.12a 1.63  0.08c 
Tabela VII: Volume (ml) e proporção volumétrica (%) dos diferentes componentes testiculares dos 
grupos experimentais. 
a-b-c Diferentes sobrescritos para o mesmo parâmetro indica diferença estatisticamente significativa (p<0.01). 
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Parameters Control group Group Cd Group Ht Group CdHt 
Nucleus Diameter LC  (μm)        7.11  0.360     6.72  0.140  6.78  0.080   6.93  0.070 
Volume of a LC           (μm³)   742  47.37a          644  54.71ab     656  15.43b      718  34.64a 
Nucleus Volume          (μm³)   189  12.69a        159  9.540b     163  5.570b      174  5.410a 
Cytoplasm Volume     (μm³)     553  37.64ab         485  46.21ab     492  12.17a      544  33.04b 
Number LC/testis         (10⁶)    189.98  12.68a          160.53  9.550c       163.99  5.570b          175.14  5.410ac 
Number LC/g testis      (10⁶)    100.53  9.120a            91.25  8.850         93.83  3.840            97.80  3.460 
Tabela VIII: Estereologia  de células de Leydig para os grupos tratados. 
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Amostras/Metais Controle Cd Ht CdHt 
Cobre 1.5  0.2     1.6  0.1     1.8  0.2 1.53  0.3 
Ferro       20.6  3.5         19.5  2.2       21.51  1.5        19.0  3.0 
Cádmio       0.14  0.4a    0.32  0.6b         0.21  0.4a        0.15  0.3a 
Tabela IX: Determinação quantitativa de metais (Cobre, Ferro e Cádmio) em testículo de ratos Wistar por 
Espectrometria por Absorção Atômica. Resultados expressos em µg.g-1. 
 
 
 
 
 
 
avaliados  
(a-b) Valores com diferente sobrescrito são diferentes entre si.  p<0,05. 
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Amostras/Metais Cobre Ferro Cádmio 
Controle    98.50  5.42ab   50.50  3.72 < 1,0 
Cd          91.20  4.9a   56.00  4.70 < 1,0 
Ht        106.25  7.30b   49.50  3.74 < 1,0 
CdHt        112.20  4.5c   45.80  2.80 < 1,0 
Tabela X: Determinação quantitativa de metais (Cobre, Ferro e Cádmio) em soro de ratos Wistar por 
Espectrometria por Absorção Atômica. Resultados expressos em µg.dL-1. 
 
 
 
 
 
 
avaliados  
(a-b) Valores com diferente sobrescrito são diferentes entre si.  p<0,05. 
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Figura V: Imagens representativas do testículo de ratos Wistar – Ensaio Experimental 
2. A;a: Imagem representativa do grupo controle, mostrando túbulos seminíferos em 
corte transversal com morfologia normal e epitélio seminífero bem organizado. O 
lúmen dos túbulos aprece ocupado por espermatozóides resultantes de espermatogênese 
normal, sem indícios de descamação epitelial nem de excesso de corpos residuais. 
Observam-se aglomerados de células de Leydig circudando uma vênula no espaço 
intertubular, sem qualquer indicio de anormalidade morfológica.  B;b: Imagem 
representativa do grupo Cd, mostrando o tecido testicular com morfologia similar à 
apresentada pelos animais controle. C,c: Imagem representativa do grupo Ht exibindo 
morfologia normal. D,d: Imagem representativa do grupo CdHt exbindo túbulos 
seminíferos em corte transversal sem qualquer alteração morfológica evidente. (ST): 
Túbulo seminífero; (IS): espaço intertubular; (LC): Célula de Leydig; (V): vaso 
sanguíneo. (M): Macrófago. 
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Summary  
 
Cadmium is a heavy metal of increasing environmental concern that has long been associated 
to several human pathological processes. Recent population surveys have correlated 
cadmium non occupational exposure to widespread idiopathic pathologies, such as 
endometrial cancer and raised blood pressure. Food and tobacco are reported to be the main 
exposure sources of cadmium to the general population, as phosphate fertilizers are rich in 
such a metal, thus contaminating the crops. Although its mechanisms of toxicity are not a 
consensus in the literature, it is well established that reactive oxygen species play a key role 
in this process, leading to the oxidation of several biological molecules. We have therefore 
assessed whether three environmentally relevant doses of cadmium disturb the oxidative 
status of Wistar rat testis and eventually result in histological damages. Our results show that 
even the lowest environmental dose of cadmium was able to disturb the endogenous 
antioxidant system in Wistar testis, although an increase in lipid peroxidation was observed 
only within the group exposed to the highest environmental dose. Despite no dramatic 
morphological changes were observed in any group, significant alterations in blood vessel 
lumen were reported for some cadmium exposed animals, suggesting that endothelium is one 
of the primary targets involved in cadmium toxicity. 
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Introduction 
 
Cadmium is a widespread toxic metal that has increasingly been introduced into the 
environment due to anthropogenic activities.  Industrial waste, smelting, combustion of coal 
and fossil fuel are among the major contributors to the increase in cadmium concentration in 
soil, water and air (Benoff et al., 2008). Food and tobacco seem to be the main source of 
cadmium exposure for humans (Norvell et al., 2000; Jarup and Akesson, 2009), since 
phosphate fertilizers significantly increase the percentage of cadmium in the soil, hence rising 
cadmium uptake by crops and vegetables grown for human consumption (Lambert et al., 
2007; Al-Faiyz et al., 2007; Jarup and Akesson, 2009). Potato, cereal and vegetables 
contribute with approximately 83% of the daily intake of cadmium from food, followed by 
meat, egg, dairy products and fish muscle (Olsson et al., 2002; Jarup and Akesson, 2009). 
Tobacco also represents another important exposure source, not only because tobacco leaves 
are rich in such a metal (Tsadilas et al., 2005), but also because cadmium is more efficiently 
absorbed by the lungs than through the gastrointestinal tract (Benoff et al., 2008). Worldwide 
population surveys have shown a consistent link between environmental exposure to 
cadmium and several idiopathic pathologies among non-occupationally exposed subjects. 
Increased breast and endometrial cancer incidence among postmenopausal women in Sweden 
(Akesson et al., 2008; Julin et al., 2012), raised blood pressure in South Korea adults, (Eum 
et al., 2008) and higher odds of periodontal diseases in the U.S population (Arora, et al., 
2009), are some of the diseases that have been correlated to environmental exposure to 
cadmium. The mechanistic pathways through which cadmium exerts its toxicity are not 
totally understood, although the literature has shown that acute cadmium exposure increases 
free radical generation, which in turn is known to oxidize a wide range of biological 
molecules (Wang et al., 2004; Ronojoy et al., 2004; Liu et al., 2008). The testes are 
particularly sensitive to cadmium, playing an important role in assessing the early stages 
involved in cadmium toxicity and, therefore are a useful experimental model for determining 
the environmental safety threshold. The purpose of the present study was thus to investigate 
whether three environmentally relevant doses of cadmium could disturb the testicular 
oxidative status and eventually result in histological damages (Griffin et al., 2001; Brzóska, 
et al., 2003; Benoff et al., 2008). 
60 
 
Material and methods 
Chemicals 
Cadmium chloride (CdCl2) was obtained from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). 
Testis samples were fixated using a Merck glutaraldehyde solution 25% (Darmstadt, 
Germany) diluted in cacodylate buffer obtained from Electron Microscopy Sciences 
(Hatfiels, PA, USA) and samples were embedded in Leica Historesin (Heidelberg, 
Germany). Biochemical assays were performed using biochemistry kits from Sigma-Aldrich 
Co. (St. Louis, MO, USA). 
 
Animals 
Male Wistar rats were obtained from the Multidisciplinary Center for Biological 
Investigation (State University of Campinas ou Universidade Estadual de Campinas, SP, 
Brazil). Animals were housed five per cage under controlled conditions of temperature 
(24oC) with a 12h-dark/light cycle and provided with water and food ad libitum. This research 
was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research of this University 
(Protocol no 2178-1). 
 
Treatment protocol  
Twenty male adult Wistar rats (70 days old) were divided into four different groups 
containing 5 animals each: control group (Cadmium 0 mg/L), Cd25 group (Cadmium 25 
mg/L), Cd50 group (Cadmium 50 mg/L) and Cd75 group (Cadmium Cd 75 mg/L). Except 
for control, each group was orally exposed to different concentrations of cadmium. Metal 
salts were diluted in drinking water and given to the animals ad libitum over thirty 
consecutive days. In order to make the water more attractive and assure that different groups 
would consume the same amount of water in a time range, sucrose 10% was added to the 
water (Adaptation from Benoff et al., 2008). In order to estimate the total cadmium intake at 
the end of the treatment, water consumption was measured every 24 hours and animals 
weighed every week.  
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Fixation and Processing of the tissue 
At the end of the experiment, the animals were anesthetized with xylazine and ketamine (5 
and 80 mg/kg BW, respectively). The left testis was dissected free and promptly frozen in 
liquid nitrogen and stored at -80oC until assayed. The animals were subsequently perfused 
via the thoracic aorta using a solution of glutaraldehyde 5% in 0.05 M cacodylate buffer at 
pH 7.4 (Sinha Hikim et al., 1997). The right testis fragments were fixed overnight and 
subsequently processed for light microscopy using routine techniques. For histological 
analysis the testis fragments were embedded in Historesin, sectioned at a thickness of 3 μm 
and hematoxilin-eosin stained. 
 
Stereological analyses 
Representative areas of testicular tissue were photographed with an Olympus Bx-40 
microscope and subjected to stereological analyses with an image system: Pro-Plus software 
version 4.5 (Media Cybernetics). A grid mask system was placed over the images and points 
were classified as one of the following: seminiferous tubule, intertubular space, blood vessel 
lumen, macrophage, Leydig cell cytoplasm and Leydig cell nucleus. The volumetric 
proportions between seminiferous tubule and intertubular space were assessed by using a 
grid mask with 850 points placed over 10 fields (8.500 points) for each animal at 200X 
magnification. The volumetric proportions of the intertubular space components were 
assessed by using a grid mask of 850 points placed over 10 fields (8.500) for each animal at 
1000x magnification. The volume, expressed in ml, of each component described above was 
determined as the product of the testicular volume and volumetric proportions. Since the 
specific gravity of the testis is nearly 1.0, its volume was considered the same as its weight 
(Mori and Christensen, 1980). To obtain a more precise liquid testis volume, 6.5% of its 
weight, relative to the tunica albuginea, was excluded from this organ’s weight (Russel and 
França, 1995). 
 
Leydig Cell Stereology 
The proportion between nucleus and cytoplasm of Leydig cell was assessed by using a grid 
mask with 850 points placed over images at 1000x magnification. One thousand points per 
animal were counted either over nuclei or cytoplasm of Leydig cells. The nuclear diameter 
62 
 
of Leydig cells was obtained by measuring 10 nuclei/animal. The nuclear volume was 
calculated by using the 4/3πr³ formula, where r was the mean nucleus radius. The individual 
volume of Leydig cells was obtained from the nucleus volume and the proportion between 
nucleus and cytoplasm. The number of Leydig cells per testis was obtained by dividing the 
total nuclear volume of these cells by the average individual nuclear volume. 
 
Preparation of rat testis homogenate 
Rat testis (0.3g) was weighed and added to 300L of 5% 5-Sulfosalicylic Acid (SSA), 
followed by homogenization and subsequent addition of the same amount of SSA. The 
mixture was kept on ice for 10 min, and further centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C. 
The pellet was discarded and the volume of the supernatant was measured and kept on ice 
until use. 
 
Assay of lipid peroxidation.  
Lipid peroxidation was assayed bythe generation of thiobarbituric acid-reactive substances 
(TBARS) (Buege and Aust, 1978). Briefly, samples of 1 mg/ml were mixed with 0.4 ml of 
1% TBA in50 mM NaOH, 0.2 ml of 20% H3PO4, and 40 l of 10 N NaOH. Themixture was 
heated at 80–90°C for 15 min. After cooling, 1.5 ml ofbutanol was added to the solution. The 
mixture was shaken andcentrifuged at 3,000 rpm during 5 min. The optical density of 
theorganic layer was determined at 535 nm in an SLM Aminco DW2000 spectrophotometer. 
Under these conditions the molar extinctioncoefficient used to calculate TBARS 
concentration was 1.56 x 105 M-1 cm-1.  
 
Catalase Activity 
Initially, a standard curve with increasing concentrations of H2O2 was made. After obtaining 
the curve, theassay was performed accordingly to the manufacturer (Catalase Assay Kit, 
Sigma Aldrich®, # catalog CAT100). Briefly, testis samples (diluted 8 x) were added to 600l 
of the "Enzyme Dilution Solution" and then centrifuged for 2 min at 1,500rpm and the 
supernatant was used for the enzymatic measurement. The reaction was initiated by the 
addition of 25l "Colorimetric Assay Substrate Solution" and stopped by the addition of 900 
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l "Stop Solution". Subsequently, was added to 10l of this solution,1 ml of "Color Reagent", 
and after 15 min the absorbance was read at 520 nm. 
 
Determination of total glutathione content 
Initially, a standard curve with increasing concentrations of GSH was made. After obtaining 
the curve, the assay was performed accordingly to the manufacturer (Glutathione Assay kit. 
Sigma Aldrich®, # catalog CS0260).Briefly, 10ltestis homogenate was added to the working 
mixture containing assay buffer 1x, glutathione reductase and NADPH as described by the 
manufacturer. After 5 min the absorbance was measured at 412nm. 
 
Statistical analysis  
All data were presented as the mean  standard deviation, and analyzed via ANOVA 
followed by Tukey test using the program for statistical analysis (Statistica). The significance 
level was p<0.01. 
 
Results and Discussion 
Although the main route of exposure to cadmium among the general population refers to low 
oral chronic doses, current understanding of cadmium toxicity is usually based on 
experimental models employing unrelevant highly concentrated injected doses. 
Epidemiological investigations and experimental models simulating human chronic exposure 
to environmental cadmium are, therefore of major importance for establishing a relationship 
between cadmium and several pathologies of unspecific etiology.  
The present study was thus designed to parallel human chronic oral exposure to 
environmental cadmium, i.e., by consuming contaminated food and water. Animals were 
randomly divided into three different cadmium groups (Cd25, Cd50 and Cd75) and subjected 
to increasing metal doses ranging between low to moderate environmentally relevant doses 
(Benoff et al., 2008). Based on average water consumption over thirty consecutive days, the 
estimated daily intake of cadmium was 3.65 mg/Kg, 7.36 mg/kg and 10.6 mg/kg BW for the 
Cd25, Cd50 and Cd75groups, respectively. 
The biometric data (Table I) show a significant increase in body weight for the Cd75 group 
with respect to the remaining groups. Observational surveys showed that these animals were 
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apparently fatter, although the surgical procedure for testis removal did not show any evident 
increase in body fat. The increased body weight gain is likely to be due to water retention in 
the body, particularly in lymphatic vessels, which showed a significant increase in all 
cadmium-treated groups (Table II). These results are supported by past studies, which have 
established a consistent correlation between cadmium and edema in several body tissues in 
animal models (Hallare et al., 2005; Klaassen et al., 2009).  
Further morphological changes were also revealed by the stereological analyses (Table II). 
Both Cd25 (Figure 1 B;b) and Cd50 (Figure 1 C;c) groups exhibited a significant increase in 
both blood vessel lumen volume and volumetric proportion, whereas the Cd75 group (Figure 
1 C;c) did not show any significant change in this  parameter with respect to the control (Fig. 
I A;a). However, microscopic observations showed a sharp decrease in blood vessel lumen 
for the Cd75 group, although only a few fields exhibited such morphology. These results 
suggest a trend towards vasoconstriction, as shown in a previous study (Leite et al., 2013), 
and is likely to be accentuated when measured over a longer period of time. No other 
significant morphological change was observed for all Cd-treated groups with respect to the 
control group (Tables II and III). 
In a previous in vitro study, aortic stripes pretreated with cadmium showed a significant 
increase in both phenylephrine-induced contraction and .NO-mediated and B-adrenoceptor 
mediated relaxation (Takahashi et al., 2004).  These results suggest that both vasocontractile 
and vasorelaxation responses could be enhanced in cadmium-exposed subjects, although 
either condition might take place depending on the dose.  Sutoo and Akiyama (2000), for 
example, demonstrated that cadmium-exposure at nmol concentration increases dopamine 
levels, hence resulting in reduced blood pressure in spontaneously hypertensive rats. 
Exposure to higher doses of cadmium (200 ppm), on the other hand, is reported to result in 
decreased serum .NO concentration in rats, hence reducing its availability in vessel walls 
(Scoczynska and Martynowicz, 2005).  
A review of the literature shows that the mechanisms through which cadmium affects the 
vascular tonus in animal models are therefore broad and not totally comprehended, although 
reactive oxygen species (ROS) may play an important role in this process. Cadmium is 
known for increasing reactive oxygen species (ROS) in vivo and in vitro, such as superoxide, 
hydrogen peroxide, hydroxyl radicals (.OH) and lipid-derived radicals from enhanced lipid 
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peroxidation, probably initiated by .OH radicals (Liu et al., 2008; Nzengue et al., 2008). 
Several studies have evidenced the role of ROS as signaling molecules controlling vascular 
smooth muscle cell (VSMC) contractile activity and growth under physiological condition 
(Rao and Becker, 1992; Cosentino et al., 1994 paper 56; Cosentino et al., 2001). However, 
overproduction of ROS is normally associated with several pathological conditions, such as 
endothelial dysfunctions, increased contractility, VSMC growth and apoptosis and lipid 
peroxidation (Rao and Berk, 1992; Harrison, 1997; Touyz and Schiffrin, 2004).  
According with an extensive literature, lipid peroxidation is one of the primary events 
involved in cadmium toxicity (Liu et al., 2008; Nemmiche et al., 2007). Our results, however, 
show that both Cd25 and Cd50 groups did not exhibit any rise in lipid peroxidation with 
respect to the control (Figure 2), whereas a sharp enhancement in both catalase activity 
(Figure 3) and total glutathione content (Figure 4) was observed for both groups. 
Reduced glutathione (GSH) is reported to provide a first line defense against cadmium-
induced toxicity, complexing with the metal ions and thus reducing its availability in the 
organism (Rakesh et al., 1987; Mah and Jalilehvand, 2010). However, cadmium exposure is 
also related to the oxidation of protein sulfhydryl groups in a time-dependent and dose-
dependent fashion (Figueiredo-Pereira et al., 1998), hence resulting in decreased content of 
GSH in the testis (Salama and El-Bahr, 2007; Ola-Mudathir, 2008). Nzengue et al. (2008), 
on the other hand, showed a significant increase in total glutathione in Keratinocyte cell line 
culture incubated with cadmium at a low concentration (0,2 mg/L) during 24 hours, whereas 
no change in lipid peroxidation was verified. These results strongly suggest that cadmium 
could induce the transcription of the genes involved in GSH biosynthesis in some cell types, 
hence preventing the metal from inducing cellular oxidative stress, according to the same 
author. Based on the conclusions of the above authors, our results strongly suggest that rather 
than being depleted, glutathione is directly involved in protecting cells against cadmium-
induced early cytotoxicity. 
As mentioned above, a significant increase in catalase activity was also observed for both 
Cd25 and Cd50 groups. Our results are supported by a previous study, in which animals 
exposed to an environmentally relevant dose of Cadmium during two months (25 mg/ml), 
showed a significant increase of catalase activity (Salama and El-Bahr, 2007). Ola-Mudathir 
et al. (2008), on the other hand, reported a significant decrease in catalase activity in Wistar 
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rats testis exposed to oral cadmium at a dose slightly higher than ours, i.e., 15 mg/Kg BW/day 
during three weeks. Additionally, a consistent number of studies have also shown a 
significant decrease in this parameter after cadmium exposure, although it should be 
considered that the majority of them have employed unrelevant exposure regimes, such as 
high doses and/or cadmium-solution body injection (Nemmiche et al., 2007; Liu et al., 2008). 
Our data thus suggest that catalase was sufficiently activated by the increased generation of 
ROS, hence playing a crucial role during the early events involved in cadmium 
environmental exposure. Therefore, despite not observing any significant change in lipid 
peroxidation in both Cd25 and Cd50 groups, a slight unbalanced increase in ROS production 
could be enough to trigger cell signaling and thus justify the alterations in the vascular tonus. 
Unlike both Cd25 and Cd50 groups, the animals exposed to the highest dose of cadmium (75 
mg/L) showed a significant increase in lipid peroxidation (Figure 2). Moreover, a significant 
increase in both catalase activity (Figure 3) and total glutathione was also observed (Figure 
4). Since these animals did not show any significant change in vascular tonus with respect to 
the control group, we suggest that they exhibit a trend towards vasoconstriction, which is 
likely to eventually result in hypertension. In a previous study, a significant decrease in serum 
.NO concentration was observed in animals subjected to oral cadmium during three months 
at a dose of 200 mg/L, suggesting that cadmium can influence .NO sequestration and/or 
degradation and, therefore reduce its bioavailability in vessel walls (Skoczynska and 
Martynowicz, 2005). Cadmium exposure has also been shown to inhibit .NO production in 
cultured endothelial cells by blocking eNOS phosphorylation (Majumder et al., 2008). It is 
therefore reasonable to suggest that our results are linked to a reduced .NO synthesis, which 
in turn leads to vasoconstriction. Further assays, including long-term exposure regimes, must 
be performed in order to confirm this hypothesis.  
In conclusion, the present study shows that environmentally relevant doses of cadmium are 
able to modify the antioxidant status in Wistar rat testis. However, only the animals subjected 
to the highest dose of cadmium (75 mg/L) exhibited a significant increase in lipid 
peroxidation, whereas the remaining doses should be tested for longer periods in order to 
assess whether they would eventually overcome the endogenous antioxidant system. 
Moreover, the stereological analyses show that the vascular system is a major target of 
cadmium, being affected prior to other tissue components. Our experimental findings 
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corroborate with several population surveys linking cadmium to vascular diseases and, 
therefore are consistent to justify further epidemiological studies aiming to correlate 
cadmium with several idiopathic pathologies.   
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Figure 1 - Light microscopy of Wistar rats testicular tissue. A,a – Representative areas 
of control animals showing a well organized seminiferous epithelium with normal blood 
vessels and Leydig cellsclusters; B,b - Representative areas of the Cd25 animalswith a 
control like morphology, exhibiting a well organized seminiferous epithelium, normal blood 
vessels and Leydig cellsclusters; C,c– Representative areas of the Cd50 animalswith a control 
like morphology, exhibiting a well organized seminiferous epithelium, normal blood vessels 
and Leydig cellsclusters; D,d -Representative areas of the Cd75 animalswith a control like 
morphology, exhibiting a well organized seminiferous epithelium, normal blood vessels and 
Leydig cellsclusters. Also a few constricted blood vessel are seen within some testicular areas 
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in this group. ST = seminiferous tubule; Ls = Lymphatic space; Lc = Leydig cell; V = blood 
vessels; (arrow) Sertoli cell. HE stained. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2– Determination of TBARS levels in homogenates from Wistar Rats Testis. The 
lipid peroxidation assay was performed as described in material and methods.a-b Different 
superscripts indicate statistical difference(p< 0.01). 
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Figure 3– Catalase activity in homogenates from Wistar Rats Testis. The catalase activity 
assay was performed as described in material and methods. a-b Different superscripts indicate 
statistical difference(p< 0.01). 
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Figure 4– Total Glutathione in in homogenates from Wistar Rats Testis.The total 
glutathione  assay was performed as described in material and methods. a-b Different 
superscripts indicate statistical difference(p< 0.01). 
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Table I: Biometric data for the study groups in adult male Wistar rats. Values expressed  
as absolute weight (g) and relative weight (%). 
a-b-c Different superscripts for the same parameter indicate significant difference (p< 0.01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parameters Control group Group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 
Final body weight            (g)       393.40  14.22 a  442.40  35.90 b       451.00  18.55 bc 491.00  9.17 c 
Body weight gain           (%) 19.85  9.80 a         13.61  2.79 a           18.09  1.81 a   30.93  4.81 b 
Testis                                 (g) 1.70  0.14           1.80  0.09     1.77  0.02   1.68  0.03 
                                         (%)   0.46  0.04 a           0.41  0.03 a        0.39  0.02 ab             0.34   0.01 b 
Seminal Vesicle                (g) 0.78  0.11           0.79  0.11     0.86  0.14    0.76  0.04 
                                         (%)   0.21  0.03 a    0.18  0.02 a       0.19  0.03 a      0.16  0.01 b 
Coagulating gland           (g) 0.17  0.01   0.16  0.01     0.16  0.02             0.14  0.02 
                                         (%)  0.05  0.00a     0.04  0.00 a       0.04  0.01 a       0.03  0.00 b 
Ventral Prostate              (g) 0.41  0.03   0.48  0.06     0.40  0.08     0.52  0.09 
                                         (%) 0.11  0.01   0.11  0.01     0.09  0.02               0.11  0.02 
Epidydimis                       (g) 0.52  0.02   0.51  0.02     0.54  0.02      0.47  0.06 
                                         (%)   0.14  0.01 a     0.11  0.01 a       0.12  0.00 a        0.09  0,01 b 
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Table II: Volume (ml) and volumetric proportion (%) of the testis components forthe study 
groups in adult male Wistar rats. 
a-bDifferent superscripts for the same parameter indicate significant difference (p< 0.01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parameters Control group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 Group 
Seminiferous Tubule     (ml)                     1.37  0.09 1.49  0.10 1.48  0.06 1.34  0.04 
                                         (%) 80.4  2.50 83.1  2.50 83.6  2.60 79.6  2.10 
Intertubular Space        (ml)    0.34  0.06 0.30  0.04 0.29  0.04 0.34  0.03 
                                         (%) 19.6  2.50 16.9  2.50 16.4  2.60 20.1  1.80 
Lymphatic Space           (ml)       0.21  0.03 a    0.33   0.03 b   0.31  0.03 b    0.30  0.03 b 
                                         (%)        12.10   0.74 a          18.23   2.10 b  17.80  1.89 b   17.57   1.75 b 
Macrophages                 (ml)                  0.01  0.00 0.01  0.00 0.01  0.00  0.01  0.00 
                                         (%)                     0.57  0.13 0.55  0.09 0.49  0.14  0.40  0.05 
Blood Vessel Lumen      (ml)    0.01  0.004 a   0.025  0.004 b 0.024  0.06 b      0.01  0.002 a 
                                         (%)                      0.46  0.37 a   1.45  0.30 b   1.39  0.44 b    0.36  0.14 a 
Leydig Cell Cytoplasm (ml)          0.13  0.01 0.12  0.00 0.13  0.02  0.15  0.01 
                                         (%)                     7.78  0.34 6.43  0.22 7.17  1.04  8.71  0.82 
Leydig Cell Nucleus      (ml) 0.05  0.00 0.04  0.00 0.04  0.00  0.05  0.01 
                                         (%)                         2.79  0.31 2.32  0.20  2.48  0.29  3.12  0.59 
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Table III: Leydig Cell (LC) stereology for the study groups in adult male Wistar rats. 
No statistical differences were assessed within these parameters. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parameters Control group Group Cd25 Group Cd50 Group Cd75 
Nucleus Diameter LC (μm)         7.11  0.36  6.41  0.39  6.44  0.26 6.89  0.22 
Volume of a LC          (μm³)       742.0  94.57       564  136.95        565.00  68.97          690.00  21.67 
Nucleus Volume         (μm³)       179.0  18.48         144.00  23.90        146.00  10.09          169.00  14.13 
Cytoplasm Volume    (μm³)       553.0  75.16     425.0  113.81          425.0  55.50          518.00  22.88 
Number LC/testis        (10⁶)     253.67  32.19          305.95  36.95        315.11  39.82          306.25  46.75 
Number LC/g testis     (10⁶)     149.33  16.59          169.97  17.88        178.30  21.51          182.13  27.47 
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X. Anexo  
 
